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Résumé 
La possibilité de programmer une cellule dans le but de produire une protéine d’intérêt est 
apparue au début des années 1970 avec l’essor du génie génétique. Environ dix années plus tard, 
l’insuline issue de la plateforme de production microbienne Escherichia coli, fut la première 
protéine recombinante (r-protéine) humaine commercialisée. Les défis associés à la production 
de r-protéines plus complexes et glycosylées ont amené l’industrie biopharmaceutique à 
développer des systèmes d’expression en cellules de mammifères. Ces derniers permettent 
d’obtenir des protéines humaines correctement repliées et de ce fait, biologiquement actives. 
Afin de transférer le gène d’intérêt dans les cellules de mammifères, le polyéthylènimine (PEI) 
est certainement un des vecteurs synthétiques le plus utilisé en raison de son efficacité, mais 
aussi sa simplicité d’élaboration, son faible coût et sa stabilité en solution qui facilite son 
utilisation. Il est donc largement employé dans le contexte de la production de r-protéines à 
grande échelle et fait l’objet d’intenses recherches dans le domaine de la thérapie génique non 
virale. Le PEI est capable de condenser efficacement l’ADN plasmidique (vecteur d’expression 
contenant le gène d’intérêt) pour former des complexes de petites tailles appelés polyplexes. 
Ces derniers doivent contourner plusieurs étapes limitantes afin de délivrer le gène d’intérêt au 
noyau de la cellule hôte. Dans les conditions optimales du transfert de gène par le PEI, les 
polyplexes arborent une charge positive nette interagissant de manière électrostatique avec les 
protéoglycanes à héparane sulfate (HSPG) qui décorent la surface cellulaire. On observe deux 
familles d’HSPG exprimés en abondance à la surface des cellules de mammifères : les 
syndécanes (4 membres, SDC1-4) et les glypicanes (6 membres, GPC1-6). Si l’implication des 
HSPG dans l’attachement cellulaire des polyplexes est aujourd’hui largement acceptée, leur rôle 
individuel vis-à-vis de cet attachement et des étapes subséquentes du transfert de gène reste à 
confirmer. 
Après avoir optimisées les conditions de transfection des cellules de mammifères CHO et 
HEK293 dans le but de produire des r-protéines secrétées, nous avons entrepris des cinétiques 
de capture, d’internalisation des polyplexes et aussi d’expression du transgène afin de mieux 
comprendre le processus de transfert de gène. Nous avons pu observer des différences au niveau 
de ces paramètres de transfection dépendamment du système d’expression et des 
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caractéristiques structurelles du PEI utilisé. Ces résultats présentés sous forme d’articles 
scientifiques constituent une base solide de l’enchaînement dans le temps des évènements 
essentiels à une transfection efficace des cellules CHO et HEK293 par le PEI.  
Chaque type cellulaire possède un profil d’expression des HSPG qui lui est propre, ces derniers 
étant plus ou moins permissifs au transfert de gène. En effet, une étude menée dans notre 
laboratoire montre que les SDC1 et SDC2 ont des rôles opposés vis-à-vis du transfert de gène. 
Alors que tous deux sont capables de lier les polyplexes, l’expression de SDC1 permet leur 
internalisation contrairement à l’expression de SDC2 qui l’inhibe. De plus, lorsque le SDC1 est 
exprimé à la surface des cellules HEK293, l’efficacité de transfection est augmentée de douze 
pourcents. En utilisant la capacité de SDC1 à induire l’internalisation des polyplexes, nous 
avons étudié le trafic intracellulaire des complexes SDC1 / polyplexes dans les cellules 
HEK293. De plus, nos observations suggèrent une nouvelle voie par laquelle les polyplexes 
pourraient atteindre efficacement le noyau cellulaire. 
Dans le contexte du transfert de gène, les HSPG sont essentiellement étudiés dans leur globalité. 
S’il est vrai que le rôle des syndécanes dans ce contexte est le sujet de quelques études, celui 
des glypicanes est inexploré. Grâce à une série de traitements chimiques et enzymatiques visant 
une approche « perte de fonction », l’importance de la sulfatation comme modification post-
traductionnelle, l’effet des chaînes d’héparanes sulfates mais aussi des glypicanes sur 
l’attachement, l’internalisation des polyplexes, et l’expression du transgène ont été étudiés dans 
les cellules CHO et HEK293.  
L’ensemble de nos observations indique clairement que le rôle des HSPG dans le transfert de 
gène devrait être investigué individuellement plutôt que collectivement. En effet, le rôle 
spécifique de chaque membre des HSPG sur la capture des polyplexes et leur permissivité à 
l’expression génique demeure encore inconnu. En exprimant de manière transitoire chaque 
membre des syndécanes et glypicanes à la surface des cellules CHO, nous avons déterminé leur 
effet inhibiteur ou activateur sur la capture des polyplexes sans pouvoir conclure quant à l’effet 
de cette surexpression sur l’efficacité de transfection. Par contre, lorsqu’ils sont présents dans 
le milieu de culture, le domaine extracellulaire des HSPG réduit l’efficacité de transfection des 
cellules CHO sans induire la dissociation des polyplexes. Curieusement, lorsque chaque HSPG 
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est exprimé de manière stable dans les cellules CHO, seulement une légère modulation de 
l’expression du transgène a pu être observée.  
Ces travaux ont contribué à la compréhension des mécanismes d'action du vecteur 
polycationique polyéthylènimine et à préciser le rôle des protéoglycanes à héparane sulfate dans 
le transfert de gène des cellules CHO et HEK293. 
Mots-clés : polyéthylènimine, transfection, protéine recombinante, CHO, HEK293, 
protéoglycane à héparane sulfate, syndécane, glypicane  
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Abstract 
With the aim to express a protein of interest, the transfer of exogenous genetic material into host 
cells was established in early 70s with the development of genetic engineering. Approximately 
ten years later, insulin was the first human recombinant protein (r-protein) produced at large 
scale in Escherichia coli and commercialized. Challenges associated with the production of 
more complex and glycosylated r-proteins brought the pharmaceutical industry to develop 
mammalian expression platforms. Thus, the expressed r-proteins are correctly folded and 
biologically actives. As a means to transfer genetic materials of interest into mammalian cells, 
the synthetic vector polyethylenimine (PEI) is probably the most popular due to its efficacy, 
ease of use, cost-effectiveness and stability in solution. Consequently, PEI is largely employed 
for the production of r-proteins by large scale and extensively studied in the context of non-viral 
gene therapy. PEI is capable to efficiently condense plasmid DNA (expression vector containing 
the gene of interest) to form small nanoparticles termed polyplexes. The latter must circumvent 
several steps to deliver the gene of interest to the cell nucleus. When formed at the optimum 
conditions, polyplexes exhibit a net positive charge which can interact electrostatically with 
negatively charged heparan sulfate proteoglycans (HSPG) located at the cell surface. There are 
two major families of HSPG that are largely expressed at the surface of mammalian cells: the 
syndecans (4 members, SDC1-4) and the glypicans (6 members, GPC1-6). Although it is 
generally accepted that HSPG are involved in the binding of polyplexes, their individual role 
toward polyplex binding and the subsequent phases of gene transfer need to be confirmed.  
Following optimization of the mammalian CHO and HEK293 cells transfection conditions, we 
undertook an in-depth study of polyplexes uptake, internalization kinetics, as well as transgene 
expression kinetics with the aim to better understand the mechanisms underlying gene transfer. 
We observed several contrasting differences between the two cell lines and the type of PEI used. 
Our results presented as a scientific article, establish strong basis of the gene transfer process 
over-time. 
Every cell type possesses its own expression profile of HSPG which can display individual 
potency toward gene transfer. Indeed, a preliminary study conducted in our laboratory showed 
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that SDC1 and SDC2 have distinct features with regard to gene transfer. While both are capable 
to bind polyplexes at the cell surface, the expression of SDC1 enhances polyplexes 
internalization whereas the expression of SDC2 drastically inhibits it. Furthermore, when SDC1 
is expressed at the surface of HEK293 cells, the transfection efficiency is increased by twelve 
percent compared to control cells. By using the ability of SDC1 to mediate efficient 
internalization of polyplexes, we have studied the intracellular traffic of SDC1 / polyplexes 
complexes. Our conclusions lead to new insights concerning the path by which polyplexes can 
mediate efficient transfection.  
In the context of gene transfer, HSPG have been essentially studied in their entirety. Although 
the role of syndecans is the subject of some studies, that of glypicans is unexplored.  Thanks to 
a series of chemical and enzymatic treatments leading to « loss of functions », the importance 
of sulfation as post-translational modification, the effect of HS chains and of glypicans on the 
attachment, internalization of polyplexes as well as transgene expression were investigated in 
CHO and HEK293 cells.   
Taken together, our observations indicate clearly that the role of HSPG should be investigated 
individually instead of collectively. Consequently, the individual potency of each HSPG 
member regarding gene transfer remains to be defined. We demonstrated that, in fact, the 
transient expression of some HSPG in CHO cells have a beneficial effect on polyplexes uptake 
while others have a negative effect. Unfortunately, this method did not allow concluding about 
their effect on transfection efficacy. However, when present in the culture medium, the 
extracellular domain of HSPG decreases transfection efficacy of CHO cells without inducing 
polyplexes dissociation. Strangely, when each HSPG is stably expressed in CHO cells, only 
subtle modulations of the gene expression level were observed. 
This study contributed to a better understanding of the mechanisms underlying PEI mediated 
gene transfer in CHO and HEK293 cells and clarify the role of HSPG in gene transfer.  
Keywords: polyethylenimine, transfection, recombinant protein, CHO, HEK293, heparan 
sulfate proteoglycan, syndecan, glypican 
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Avant-Propos 
La Tête dans les Nuages … 
J’aime la science ! Tout d’abord c’est à cause de mon père, adepte de parapente, qui revenait à 
la maison avec des histoires extraordinaires et des livres décrivant les nuages. La formation des 
nuages, leur aspect, leur altitude étaient donc expliqués par des phénomènes scientifiques, plus 
précisément atmosphériques. Tout était clair, je serais météorologue dans la vraie vie ! Cette 
ambition m’a porté jusqu’à l’étude des mathématiques et de la physique qui se sont avérées être 
trop théoriques à mon goût. J’ai donc trouvé un réconfort dans l’étude de la biochimie qui m’a 
permis de m’épanouir au niveau personnel. Les biochimistes analysent, expérimentent, se 
trompent et parfois trouvent … Aujourd’hui, je suis sur le point de finir ma thèse de doctorat et 
j’ai encore bien plus de questions qu’à son commencement. Il y a en fait tellement de questions 
à élucider qu’elles pourront occuper de nombreuses générations futures. Dans le but de susciter 
de nouvelles vocations et de partager ma passion pour la science, je vous propose de découvrir 
mon texte décrivant la production d’anticorps thérapeutiques soumis dans le cadre du concours 
de vulgarisation de la Famille Bergeron (2016).    
La Production d’Anticorps Thérapeutiques 
Les anticorps sont de petites molécules produites par notre organisme pour le protéger lorsqu’il 
est attaqué par un pathogène tel qu’une bactérie ou un virus. Ainsi, pour chaque pathogène qui 
réussit à infecter notre organisme correspond un anticorps. Dans le but de soigner une personne, 
il est possible de lui administrer des anticorps qui ont été produits en laboratoire. Le système de 
production est biologique et fait intervenir trois acteurs principaux : une cellule hôte capable 
d’exprimer l’anticorps, un gène porteur d’un message sous forme de code (le code génétique) 
indiquant à la cellule quel anticorps elle doit produire, et enfin un vecteur permettant d’aider le 
gène à atteindre le noyau cellulaire où le contenu du message est déchiffré. Le gène protégé par 
son vecteur que l’on nommera Poly (polyéthylènimine), vont ensemble entreprendre un voyage 
semé d’obstacles pour atteindre le noyau de la cellule qui va ensuite produire l’anticorps.  
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Il était une fois Poly, une toute petite molécule qui devait livrer un message secret jusqu’au 
noyau de la cellule … De manière hésitante Poly se dirige vers la cellule qui est tout de même 
deux cents fois plus grande qu’elle, et découvre une membrane composée de lipides et de 
protéines qui se déplacent le long de celle-ci et forment une barrière qui ressemble étrangement 
à une mosaïque. Tout en s’approchant de cette membrane, Poly aperçoit de longues chaînes de 
sucre nommées héparanes sulfates qui décorent la surface de la cellule et l’attirent 
irrésistiblement au point qu’elle s’attache à l’une d’entre elles. En quelques secondes, les 
héparanes sulfates se regroupent et encerclent Poly qui est surprise de voir la membrane 
s’enfoncer comme aspirée vers l’intérieur de la cellule. Poly se retrouve rapidement dans la 
cellule mais elle est prisonnière d’une petite partie de la membrane qui s’est refermée suite à 
son passage et qui s’appelle endosome. A bord de son endosome, Poly se déplace facilement 
dans le cytoplasme visqueux qui compose l’intérieur de la cellule et peut ainsi admirer le 
spectacle incroyable qu’offrent les habitants de cette dernière. En route vers le noyau, c’est du 
moins ce qu’espère Poly, elle croise des tubulines qui s’organisent en réseau ressemblant à un 
cylindre (microtubule) et des filaments d’actine. De loin il semble que ces longs câbles 
composés d’actines et de tubulines soutiennent la membrane de part et d’autre comme un 
squelette mobile qui définirait la forme de la cellule. L’atmosphère se réchauffe au voisinage 
des mitochondries qui sont de petits organites ressemblant curieusement à des bactéries. Ce sont 
les centrales énergétiques de la cellule qui produisent une quantité importante d’énergie 
indispensable à la vie. Poly rencontre aussi les ribosomes qui ressemblent à de gros 
champignons composés de trois cents mille atomes et travaillent ensemble pour produire toutes 
les protéines nécessaires à la cellule. Certains sont libres tandis que la majorité sont attachés à 
une grosse structure aplatie proche du noyau de la cellule, le réticulum endoplasmique. C’est ici 
que la plupart des protéines sont produites et continuent leur chemin dans l’appareil de Golgi 
formé d’un empilement de croissants. Les protéines qui traversent l’appareil de Golgi en sortent 
recouvertes de sucres, correctement repliées et prêtes à remplir leurs fonctions biologiques. Poly 
est toute étourdie par cette parade d’organites et de molécules. Fascinée par le décor qui 
l’entoure, elle ne réalise pas tout de suite que l’environnement de son endosome change et 
devient de plus en plus acide. C’est la faute aux protons (!) qui ne cessent de s’infiltrer dans 
l’endosome grâce à de petites pompes qui tapissent sa membrane. Poly essaie alors de capturer 
le plus de protons possibles comme si elle était une éponge, mais au bout de quelques minutes 
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une entrée d’eau spectaculaire fait gonfler l’endosome qui finit par exploser et libère Poly proche 
du noyau de la cellule. Il est très difficile pour Poly d’avancer vers le noyau dans le cytoplasme 
visqueux de la cellule et sans savoir comment, elle se dissocie du gène contenant le message si 
important qu’elle devait livrer au noyau. Espérant que son message trouve le chemin qui 
l’emmènera à l’intérieur du noyau, Poly se replie dans une petite partie de la cellule et observe. 
Le gène est bien trop gros pour se faufiler au travers des petits pores qui traversent la membrane 
du noyau. C’est alors que Poly contemple avec étonnement la membrane de ce dernier se 
désorganiser et son contenu se condenser en forme de bâtonnets (les chromosomes). Le noyau 
renfermait toute l’information génétique essentielle à l’existence de la cellule qui est maintenant 
en train de se diviser pour donner naissance à deux cellules filles. Durant ce processus le noyau 
de la cellule se divise en premier, laissant la possibilité au gène porteur du message de traverser 
l’enveloppe du noyau. Par chance, le gène que Poly protégeait scrupuleusement est englobé dans 
le noyau de la cellule lorsque celui-ci se referme. Heureuse, Poly sait que son message va être 
pris en charge, déchiffré puis traduit en protéine, plus précisément en anticorps dans le cas du 
message de Poly.  
Le processus biologique illustré précédemment est celui du transfert de gène permettant à une 
cellule de produire un anticorps. Les cellules préférentiellement utilisées sont celles de hamster 
chinois (CHO) car elles produisent des anticorps presque identiques à ceux des humains. Elles 
sont cultivées en laboratoire dans des conditions très spécifiques qui permettent leur division 
toutes les 14 à 16 heures. Ainsi la population cellulaire double rapidement jusqu’à obtenir 
plusieurs millions de cellules qui ensemble, vont pouvoir produire des quantités importantes 
d’anticorps. Ces derniers ont un potentiel thérapeutique élevé et permettent de soigner de 
nombreuses pathologies comme le cancer, les infections par des virus tels que les virus Zika et 
Ebola par exemple. A ce sujet, le président du LEEM (les entreprises du médicament) Christian 
Lajoux indique qu’« un pays développé doit pouvoir faire bénéficier sa population de ces 
nouvelles voies de traitement. Il en va de son indépendance sanitaire, de sa capacité à anticiper 
les évolutions épidémiologiques nationales et à figurer en bonne place dans le « club » très 
envié des grands pays leaders en matière de santé ».  
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Cette histoire expliquant le transfert de gène dans le but de produire un anticorps thérapeutique 
est dédiée à ma fille, Louise, ainsi qu’à tous les enfants et adultes curieux de connaître quelles 
sont les étapes de production d’un médicament biologique.   
Laurence Delafosse    
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Introduction 
Contexte Historique et Biotechnologique 
La production de protéines recombinantes (r-protéines) à usage thérapeutique, industrielle ou 
encore utilisées dans des activités de recherche, est une biotechnologie en forte croissance dont 
l’essor découle essentiellement de trois révolutions scientifiques (figure 1) : premièrement, 
l’avancement des connaissances dans le domaine de la génétique, puis le développement d’outils 
moléculaires performants, et enfin l’accumulation de données biologiques issues des 
programmes internationaux de séquençage des génomes [1].  
La créativité et la rigueur expérimentale du botaniste Gregor Mendel ont mené à la découverte 
de la transmission des caractères biologiques au cours des générations en 1865. Toutefois, la 
valeur de ces travaux sera reconnue par la communauté scientifique en 1900 (« lois de Mendel » 
[2]), et marque ainsi l’évolution de la biologie qui devient moléculaire. James Watson et Francis 
Crick, inspirés par les analyses cristallographiques de Rosalind Franklin et Maurice Wilkins, 
élucident en 1953 la structure tridimensionnelle en double hélice inversée de l’acide 
désoxyribonucléique (ADN) [3]. Peu de temps après cette découverte, Francis Crick s’interroge 
sur l’implication biologique de la molécule d’ADN et publie en 1958 son interprétation des 
différents éléments clés de la synthèse protéique concluant comme suit : « I hope I have been 
able to persuade you that protein synthesis is a central problem for the whole of biology, and 
that it is in all probability closely related to gene action » [4]. Son raisonnement met en évidence 
que l’information génétique est transmise de manière unidirectionnelle entre la molécule 
d’ADN, puis d’ARN (acide ribonucléique) et enfin la protéine selon ce qu’il appelle le dogme 
central de la biologie moléculaire [5]. Bien que l’existence d’un code reliant un triplet de 
nucléotides (ADN, ARN) à un acide aminé (protéine) ai été avancé par Francis Crick dans sa 
publication de 1958 [4], celui-ci est seulement déchiffré en 1964 [6–8]. À peu près au même 
moment, la mise en évidence des enzymes de restriction [9] et ligases (première isolation en 
1968) participe au développement d’outils moléculaires performants dans le but de manipuler 
les caractéristiques génétiques. Ce faisant le biochimiste Paul Berg et son équipe produisent, au 
début des années 1970, le premier ADN recombinant en intégrant l’opéron galactose de la 
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bactérie Escherichia coli (E. coli) à la molécule d’ADN circularisée du virus simien (SV40) 
[10]. En 1973, Stanley Cohen, Annie Chang et Herbert Boyer ouvrent l’ère de la transgénèse en 
introduisant par transformation [11] une molécule d’ADN circulaire recombinante (plasmide 
[12]) dans la bactérie E. coli. Enthousiaste de cette découverte, le jeune entrepreneur Robert 
Swanson fonde avec Herbert Boyer la compagnie Genentech en 1976. Une année plus tard et 
avec la collaboration de Beckman Research Institute, Genentech produit avec succès la première 
protéine recombinante humaine : l’hormone somatostatine [13]. Avec l’objectif d’appliquer les 
nouvelles techniques du génie génétique au traitement des maladies humaines, le groupe de 
Herbert Boyer crée une version synthétique du gène humain de l’insuline et l’introduit dans la 
bactérie E. coli afin de synthétiser la protéine [14,15]. En quelques années, Genentech prouve à 
la communauté scientifique et au milieu des affaires la pertinence de l’usage des technologies à 
ADN recombinant pour le développement de produits à intérêts thérapeutiques, et inaugure ainsi 
une toute nouvelle industrie. De nos jours, la production de r-protéines est une biotechnologie 
usuelle qui peut être pratiquée jusqu’à une échelle industrielle. Dans la plupart des applications 
en recherche et développement, une expression transitoire du gène d’intérêt est suffisante et 
permet d’obtenir un rendement de l’ordre de plusieurs grammes en quelques jours [16]. En 2003, 
l’achèvement du projet public international de séquençage du génome humain crée une 
opportunité de croissance économique aux entreprises biotechnologiques qui espèrent des 
développements de diagnostiques et de thérapies basés sur les données du génome. Depuis, ces 
entreprises se sont développées partout dans le monde et on ne dénombre pas moins de 2 349 
compagnies biotechnologiques aux États-Unis en 2013 [17].  
La production de r-protéines à intérêts thérapeutiques est le secteur des biotechnologies qui a 
connu la plus forte croissance en 2013 (BBC Research 2015 rapporte jusqu’à 15 % 
d’augmentation [17]). Parmi les r-protéines thérapeutiques produites aujourd’hui en grande 
quantité par génie génétique, on trouve des molécules d’origine naturelle tel que les interférons, 
interleukines, facteurs de coagulations, hormones, etc. D’autres molécules thérapeutiques ont 
été mises au point grâce aux biotechnologies telles que les anticorps monoclonaux 
(reconnaissant des cibles spécifiques dans l’organisme) et des vaccins recombinants. 
Actuellement, l'érythropoïétine (EPO), une protéine et plus précisément une hormone, mène le 
marché des r-protéines en terme de revenu global (25 % des revenus de ce secteur [17]). L'EPO, 
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principalement produite par le rein, agit sur la moelle osseuse stimulant la production des 
érythrocytes, en d'autres termes : les globules rouges. Grâce à ses propriétés, cette hormone a 
permis à des milliers de patients souffrant d’anémie de vivre normalement. L’hématologie, le 
diabète, l’endocrinologie et l’oncologie deviendront d’ici 2019 les domaines thérapeutiques 
principaux de la production de r-protéines d’après le rapport 2015 de BBC Research [17]. 
Aujourd’hui, la production de r-protéines est un défi majeur tant pour répondre à la demande 
croissante de r-protéines thérapeutiques que pour l’identification de nouvelles cibles et autres 
activités de recherches. Afin de répondre à cette problématique, les entreprises 
biotechnologiques investissent massivement dans l’optimisation des procédés et systèmes 
d’expression, la mise au point de milieux de culture, l’optimisation des profils de glycosylation, 
l’amélioration des performances et rendements de purification.  
 
 
Figure 1 : Repères historiques du développement des biotechnologies. 
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Le portefeuille « Thérapeutiques en santé humaine » (TSH) du Conseil National de recherche 
du Canada (CNRC, structure d’accueil pour ce travail) a pour mission d’assister les entreprises 
biotechnologiques principalement canadiennes et plus largement la communauté scientifique à 
développer des produits biologiques [18]. La production de grande quantité de r-protéines y est 
un défi quotidien afin de supporter les phases de développement préclinique, clinique précoce 
et de caractérisation d’un produit biologique.  
Objectifs de la Thèse 
Sans ordre de priorité, le premier objectif de cette thèse est d’approfondir nos connaissances 
concernant les mécanismes et acteurs principaux du transfert de gène dans le but d’améliorer les 
performances des plateformes de production transitoire en cellules CHO (Chinese hamster 
ovary) et HEK293 (human embryonic kidney 293). Le second objectif est de préciser le rôle 
individuel des protéoglycanes à héparane sulfate quant à leur capacité de liaison et 
d’internalisation des polyplexes, mais également leur permissivité vis-à-vis de l’expression d’un 
transgène.   
Contributions de Chacun des Auteurs aux Articles 
Article 1 : Comparative study of polyethylenimines for transient gene 
expression in mammalian HEK293 and CHO cells 
Auteurs : Laurence Delafosse, Ping Xu et Yves Durocher 
État actuel de l’article : Publié dans Journal of Biotechnology. 
Ma contribution concerne la définition du sujet et ses limites, la conceptualisation et l’exécution 
des expériences, l’analyse des résultats et leur présentation. J’ai également réalisé la 
bibliographie sur le sujet, écrit le manuscrit et effectué les corrections demandées par les 
examinateurs.  
Ping Xu a supervisé l’analyse des échantillons par RMN et participé à la compréhension des 
résultats obtenus. 
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Yves Durocher a supervisé l’ensemble de l’étude et également, relu et corrigé le manuscrit avant 
de procéder à sa soumission.  
Article 2 : Intracellular trafficking of polyethylenimine/syndecan-1 
complexes in HEK293 cells   
Auteurs : Laurence Delafosse, Sébastien Paris, Yves Durocher 
État actuel de l’article : Soumis dans Journal of Controlled Release. 
Ma contribution concerne la conceptualisation et l’exécution des expériences ainsi que l’analyse 
et la présentation des résultats. J’ai largement contribué à la rédaction du manuscrit et réalisé la 
bibliographie sur le sujet.  
Sébastien Paris a défini le sujet, ses limites, effectué les expériences préliminaires et contribué 
à la rédaction du manuscrit. 
Yves Durocher a supervisé l’ensemble de l’étude et également, relu et corrigé le manuscrit avant 
de procéder à sa soumission. 
Article 3 : Role of Sulfated Glycosaminoglycans and Glypicans in 
polyethylenimine-mediated gene transfer of CHO and HEK293 cells  
Auteurs : Laurence Delafosse et Yves Durocher 
État actuel de l’article : En préparation.  
Ma contribution concerne la conceptualisation et l’exécution des expériences. J’ai défini le sujet 
et ses limites, réalisé la bibliographie sur le sujet, analysé les résultats et écrit le manuscrit.  
Yves Durocher a supervisé l’ensemble de l’étude, participé à l’interprétation des résultats, relu 
et corrigé le manuscrit. 
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Chapitre 1 : Revue de Littérature 
La Production de Protéines Recombinantes 
Une protéine recombinante (r-protéine) est le produit d’une cellule dite « hôte » dans laquelle 
du matériel génétique recombinant a été introduit par transfert de gène. Un système de 
production adapté à la fabrication de r-protéines, est un processus biotechnologique qui s'appuie 
principalement sur  
 L’utilisation d’un vecteur d’expression qui code pour un gène d’intérêt. 
 L’emploi d’un système d’expression, i.e. une cellule hôte chargée d’exécuter les 
instructions fournies par le gène d’intérêt et de synthétiser la r-protéine.  
 Le transfert du gène d’intérêt dans la cellule hôte sans endommager celle-ci.  
 Une phase de production et de purification de la r-protéine.  
Les applications de la production de r-protéines sont nombreuses et de manière non exhaustive 
une r-protéine peut être produite dans un but thérapeutique, pour le criblage de cibles 
thérapeutiques ou encore dans le cadre d’études fonctionnelles et structurelles, etc. (figure 2). 
 
 
Figure 2 : Champs d’application de la production de protéines recombinantes. 
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Les Systèmes d’Expression 
Autrefois, les protéines étaient extraites de sang et d’organes humains ou animaux limitant les 
quantités disponibles et augmentant les risques liés à leur administration chez l’homme. Par 
exemple le traitement par l'hormone de croissance extraite d’hypophyses de cadavres bovins a 
causé des contaminations par des prions pathogènes occasionnant des cas de maladies de 
Creutzfeldt-Jakob mortelles. De nos jours, les protéines que l’on qualifie de recombinantes sont 
produites grâce à un procédé biotechnologique faisant intervenir une large gamme de systèmes 
d’expression : les bactéries, levures, cellules d’insectes, cellules végétales ou encore de 
mammifères, présentant chacun des avantages et inconvénients.  
Les Systèmes d’Expression Procaryotes 
Au début des années 1980, la première r-protéine approuvée et mise sur le marché (sous le nom 
d’Humuline, Eli Lilly) fut l’insuline et produite grâce à une souche atténuée de la bactérie 
commune et généralement inoffensive E. coli [19]. Ce colibacille a été découvert en 1885 par 
Theodor Escherich et son patrimoine génétique entièrement séquencé en 1997 [20]. Par ailleurs, 
E. coli est facile à manipuler au laboratoire et se prête bien à la culture de masse en fermenteur 
(une division cellulaire toutes les 20 minutes dans un milieu riche). Son ancienneté et sa culture 
aisée en font un outil d'étude de choix en biologie moléculaire comme en témoigne la profusion 
de publications scientifiques qui la citent. Le code génétique étant universellement conservé, les 
bactéries sont capables de produire des protéines humaines simples. À ce sujet, le Prix Nobel 
Jacques Monod a dit : « Tout ce qui est vrai pour la bactérie E. coli est vrai pour l’éléphant ». 
E. coli peut donc être utilisée comme micro-usine capable de produire rapidement une grande 
quantité de r-protéines (jusqu’à plusieurs grammes par litre) avec un faible coût de production. 
Jusqu’au milieu des années 90, E. coli occupait une position dominante dans la production de r-
protéines par génie génétique [21].  
L’accroissement de la demande pour des r-protéines plus complexes a mis en évidence les 
limitations de ce système d’expression. Effectivement, la bactérie n’est pas capable de mettre 
en œuvre les modifications post-traductionnelles (MPT) nécessaires à la stabilité et l’activité de 
nombreuses protéines humaines. De plus, les r-protéines produites dans E. coli ne sont 
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généralement pas secrétées, ce qui complexifie les étapes de purification et d’extraction, nuit 
aux rendements et augmente le risque de contamination du produit. Certaines bactéries, par 
exemple Bacillus subtilis ou Streptomyces possèdent des capacités de sécrétion supérieures à E. 
coli [22,23], cependant toutes les r-protéines approuvées pour l’usage humain sont à ce jour 
produites dans la bactérie E. coli [24].  
La bactérie demeure un hôte de choix pour la production de r-protéines et on assiste depuis ces 
dernières décennies, à l’émergence d’une nouvelle discipline du génie génétique : l’ingénierie 
cellulaire. Dans ce sens, de nombreux efforts sont investis pour permettre aux bactéries la 
conversion systématique de l’information génétique en protéines glycosylées biologiquement 
actives [25]. En effet, il est possible d’augmenter l’efficacité de glycosylation de la bactérie et 
de manipuler la composition des glycanes. Par exemple, le transfert de la voie de synthèse des 
N-glycanes du micro-organisme Campylobacter jejuni dans la bactérie E. coli a été décrit en 
2002 [26]. 
Les Systèmes d’Expression Eucaryotes  
Les Levures  
La levure est un eucaryote inferieur qui permet la production de r-protéines plus complexes dans 
la mesure où ils réalisent des MPT élémentaires tel que la glycosylation simple, la carboxylation, 
la formation de ponts disulfures ou encore l’acylation. Ce système d’expression offre les mêmes 
facilités expérimentales et industrielles que les bactéries. Le premier exemple de vaccin efficace 
produit grâce à la levure date de 1984. En effet, Saccharomyces cerevisiae, communément 
appelée la levure du boulanger car utilisée principalement dans l’alimentation, a permis la 
production du vaccin commercial contre l’hépatite B (antigène HB) [27]. Néanmoins, son faible 
rendement de production et l’hypermannolysation des protéines (glycosylation indésirable 
rapportée comme étant allergénique pour l’homme) limitent son utilisation pour la production 
de r-protéines à intérêt thérapeutique [28]. De ce fait, plusieurs autres systèmes d’expression 
alternatifs ont été développés et améliorés dans le but de permettre une N-glycosylation des 
protéines plus fidèle à la glycosylation humaine [29–31]. Parmi les systèmes d’expression bien 
établis actuellement on trouve les levures Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, 
 9 
Kluyveromyces lactis et Schizosaccharomyces pombe. Bien que leur expression cytoplasmique 
soit élevée (par exemple 22 g/L d’hydroxynitrile lyase de l’hévéa [32], ou encore 12 g/L du 
fragment C de la toxine tétanique [33]), leur capacité de sécrétion des r-protéines de grandes 
tailles est faible limitant leur rendement final de production. Avec l’avancement des 
connaissances en matière d’ingénierie de la glycosylation chez les levures et la possibilité 
d’augmenter la sécrétion des r-protéines de grandes tailles, les levures pourraient devenir un 
système de production essentiel dans les années à venir [28,34].  
Les Cellules d’Insectes 
Les cellules d’insectes sont une alternative intéressante pour la production de r-protéines 
humaines car elles sont cultivables en suspension, permettent un haut rendement de production 
et effectuent la plupart des MPT y compris les O- et N-glycosylations. En effet, les premières 
étapes de la voie de synthèse des N-glycanes sont identiques à celles des cellules de mammifères 
[35]. Cependant, les sucres complexes (i.e. sialylés) ne sont pas synthétisés par les cellules 
d’insectes. Dans une stratégie d’« humanisation » de ce mode de production, le système 
baculovirus / cellules d’insectes peut être utilisé pour la production de r-protéines complexes 
dans lequel le baculovirus exprime les glycosyltransférases manquantes. De manière similaire, 
la construction de virus permettant la production de r-protéines ou d’anticorps sialylés dans les 
cellules d’insectes fait l’objet de plusieurs études [36,37]. Contrairement à ce qui est observé 
chez les mammifères, on trouve deux types de résidus de fucose chez les cellules d’insectes : 
les fucoses α1-3 et α1-6. La présence de résidu de fucose α1-3, épitope allergénique absent chez 
l'homme, constitue une sérieuse limitation à l'utilisation de ce système pour obtenir des r-
protéines à intérêt thérapeutique [38]. Certaines lignées (Spodoptera frugiperda 9 ou 21) 
expriment uniquement l'activité α1-6 fucosyltransférase.  
Les Plantes Transgéniques  
Bien qu’aucune r-protéine thérapeutique issue des systèmes d’expression végétaux ne soit 
encore commercialisée, plusieurs sont à l’étape des essais précliniques et cliniques [39] 
(albumine humaine, glucocérébrosidase humaine, lactoferrine, lipase gastrique). Plusieurs 
entreprises, tels que Medicago Inc.[40] (Canada) et Planet Biotechnology Inc.[41] (États-Unis) 
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proposent également la production à grande échelle d’anticorps recombinants et vaccins. 
L’avantage principal de ce système d’expression est l’obtention d’un rendement de production 
élevé avoisinant 10 kilogrammes (kg) de r-protéines par acre de culture de tabac, maïs, soja ou 
encore luzerne [42]. La maîtrise de la transgénèse végétale dans le but de produire des r-
protéines d’intérêts est une alternative intéressante aux systèmes d’expression standards car 
permet une production rapide de masse avec un faible coût d’opération et réduit l’hétérogénéité 
du produit obtenu (clonage naturel). Néanmoins, il est essentiel de recourir à une stratégie 
« d’humanisation » des r-protéines par l’expression d’enzymes humaines comme la 
galactosyltransférase et la sialyltransférase. Pour la même raison, il est également nécessaire 
d’inhiber (par RNAi) les enzymes fucosyltransférase et xylosyltransférase [43]. D’autre part, il 
existe un risque de dissémination (pollen) et de contamination par les insectes, les bactéries du 
sol et les sous-produits de la plante. Afin de satisfaire aux directives des bonnes pratiques de 
fabrication (BPF), l’investissement d’équipements pour des serres de haut niveau de biosécurité 
est fondamental.  
Les Cellules de Mammifères 
Le système d’expression en cellules de mammifères est le plus utilisé pour la production de r-
protéines. En effet, avec le développement des technologies de culture cellulaire à grande 
échelle, conjointement avec l’accroissement de la demande pour les anticorps recombinants 
humains ou humanisées de ces dernières années, la grande majorité des r-protéines sont 
produites dans les cellules de mammifères (de 60 à 70 % [44]). L’avantage de ce système 
d’expression réside dans la production de r-protéines ayant subis des MPT propres aux 
mammifères. Par exemple, la formation de pont disulfure, qui est un élément de structure 
tertiaire (repliement de la protéine) ou quaternaire (association de sous-unités protéiques), est 
difficile à obtenir dans les systèmes d’expression bactérien [45]. La glycosylation, quant à elle, 
a un rôle clé dans le maintien de la structure, la stabilité et la fonction d’une protéine. Elle peut 
aussi influencer sa pharmacocinétique et son immunogénicité. De ce fait la ressemblance de la 
r-protéine à la forme native de la protéine humaine est essentiel dans les études biologiques ou 
dans le cadre d’une application thérapeutique.  
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Les cellules d’ovaires de hamsters chinois (Chinese hamster ovary, CHO) sont les plus 
fréquemment utilisées pour la production de masse de r-protéines [44]. Isolées par Theodore 
Puck à la fin des années 1950 [46], le succès des cellules CHO résulte de leur adaptation à la 
culture en suspension en bioréacteur, leur capacité à intégrer un transgène de manière stable et 
à produire des MPT compatibles avec l’usage humain. De plus, le génome de plusieurs lignées 
cellulaires CHO a été séquencé et représente un outil utile pour la communauté scientifique 
[47,48]. De surcroît, la première r-protéine thérapeutique produite dans les cellules de 
mammifères fut produite dans les cellules CHO [44]. Il s’agit de l’activateur du plasminogène 
tissulaire recombinant (rt-PA) qui a été approuvée pour utilisation clinique en 1987. De ce fait, 
d’un point de vue règlementaire, l’utilisation de cet hôte cellulaire pour la production de r-
protéine d’intérêt thérapeutique faciliterait le processus d’approbation par l’agence américaine 
des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) et/ou l’agence européenne des médicaments 
(EMEA). Combinés, ces nombreux avantages encouragent les industries pharmaceutiques à 
utiliser et investir largement dans plusieurs stratégies de développement de lignées cellulaires 
CHO. Un résumé des principaux avancements dans le domaine de l’ingénierie cellulaires des 
CHO pour la production industrielle de r-protéines est proposé dans la revue « The art of CHO 
cell engineering : A comprehensive retrospect and future perspectives » [49]. Les cellules 
rénales de bébé hamster (baby hamster kidney, BHK) et les cellules murines NS0 sont aussi 
largement utilisées notamment pour la production d’anticorps monoclonaux [50]. Présentant 
l’avantage potentiel de la glycosylation humaine, les cellules rénales embryonnaires humaines 
293 (human embryonic kidney, HEK293) et plus récemment les cellules de rétine humaine 
(Per.C6) et les cellules provenant d’extrait d’amniocytes (Cap-T cells) sont communément 
employées pour la production rapide de r-protéines [51]. Les cellules HEK293 sont les plus 
fréquemment utilisées car elles permettent la production rapide de plusieurs milligrammes voire 
grammes de r-protéines. Un rendement de production avoisinant 1 g/L de r-protéines a été 
observé pour les lignées améliorées 293-E [52,53]. La lignée cellulaire 293-E expriment la 
protéine EBNA1 du virus Epstein-Barr (EBV) et supporte ainsi la persistance épisomale du 
plasmide contenant une origine de réplication du virus EBV. L’expression du transgène, bien 
que transitoire, est donc prolongée. Les cellules Per.C6 ont l’avantage d’une très haute densité 
de croissance (jusqu’à 1x107 cellules par millilitre) ce qui réduit les coûts associés au milieu de 
culture et supporte un haut rendement de production [50]. Enfin, les cellules Cap-T ont démontré 
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des capacités de sécrétion accrues et sont capables de produire des r-protéines complexes et 
considérées comme difficiles à exprimer [54].  
Malgré les nombreux efforts investis dans l’amélioration de ce système d’expression, des 
inconvénients majeurs subsistent tels que des coûts de production élevés et une transposition à 
grande échelle difficile.    
Choix du Système d’Expression  
Généralités 
Le système d’expression idéal doit produire fidèlement la r-protéine, être rentable en termes de 
productivité et de coûts, être rapide et simple d’utilisation, permettre de conserver facilement la 
r-protéine et comporter peu ou aucun risque quand celle-ci est produite dans un but 
thérapeutique (points à considérer en figure 3). Malheureusement, un tel système d’expression 
n’existe pas. Le choix du système d’expression le plus pertinent est donc principalement guidé 
par les modifications que la r-protéine doit subir pour être biologiquement active. Bien que la 
glycosylation soit un mécanisme conservé qui se produit chez les levures, insectes, plantes et 
animaux, le profil de glycosylation d’une r-protéine est significativement différent selon le 
système d’expression choisi. De plus, parmi les diverses lignées cellulaires utilisées, il existe 
également une disparité du profil de glycosylation qui pourrait altérer l’activité de la r-protéine 
[55]. Brièvement, les cellules de mammifères sont préférentiellement utilisées pour la 
production de r-protéines surtout quand celles-ci sont glycosylées et d’intérêt thérapeutique. Les 
systèmes d’expression bactériens et eucaryotes inférieurs sont privilégiés pour la production de 
r-protéines simples, dans des délais plus courts. La répartition actuelle des systèmes 
d’expression utilisés pour la production industrielle de produits biologiques est présentée figure 
4. Enfin, bien que la production de r-protéines grâce aux plantes transgéniques offre une 
alternative intéressante en termes de rendement et coût, elle ne peut pas ou très difficilement 
être mise en place dans les laboratoires traditionnels. De nombreux efforts sont entrepris pour 
améliorer les différents systèmes d’expression nécessitant des investissements considérables en 
capital et, de ce fait, augmentant les coûts de production des r-protéines. Cependant, lorsqu’une 
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quantité industrielle de r-protéine est nécessaire, il est important de diminuer son prix de revient 
en augmentant les rendements et / ou la rapidité du processus de production.  
 
 
Figure 3 : Comparaison des différents systèmes d’expression. 
Expression Stable ou Expression Transitoire 
Dans le but de produire de grandes quantités de r-protéines, les cellules hôtes utilisées peuvent 
exprimer un gène d’intérêt de manière stable ou transitoire. Dans le cas d’une expression stable, 
le gène d’intérêt s’intègre au génome de la cellule hôte et est ainsi conservé au cours des 
divisions cellulaires. L’occurrence de cette intégration est cependant rare, et nécessite une ou 
plusieurs phases de sélection des cellules qui ont intégré de manière stable le transgène 
(sélection d’une population clonale). De manière générale, il s’agit d’un procédé long et 
fastidieux [56]. Devant le besoin croissant d’une production rapide et efficace de r-protéines à 
intérêt thérapeutique, l’expression transitoire à grande échelle constitue un moyen d’accélérer 
la production. En effet, suite à une expression transitoire d’un gène d’intérêt, il est possible 
d’obtenir en quelques jours des quantités de r-protéines de l’ordre de plusieurs milligrammes 
voire grammes de r-protéines [16].  
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Figure 4 : Répartition des systèmes d’expression utilisés pour la production industrielle de 
produits biologiques. 
Cette répartition est basée sur les données des produits biologiques approuvés entre 2006 et 
2010. 
Système d’Expression Choisi dans le Contexte de cette Thèse 
Le système d’expression utilisé dans le contexte cette thèse est la cellule de mammifère et 
particulièrement les cellules CHO et HEK293. Alors que les cellules CHO sont encore 
préférentiellement utilisées pour l’expression stable de r-protéines thérapeutiques, les cellules 
HEK293 demeurent les plus couramment utilisées pour l’expression transitoire. En effet, 
l’expression transitoire à grande échelle dans les cellules CHO affiche une efficacité et une 
productivité plus faible en comparaison des cellules HEK293 [53]. Cependant, d’un point de 
vue règlementaire, l’utilisation des cellules CHO est un avantage. Ainsi, les paragraphes 
suivants présentent et discutent plusieurs aspects du transfert de gène (transfection) appliqués 
aux cellules de mammifères CHO et HEK293 dans le but de produire de manière rapide une 
grande quantité de r-protéines.  
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Les Techniques de Transfert de Gène 
Depuis sa découverte [10], le transfert de gène est devenu une technique expérimentale 
indispensable en biologie cellulaire et moléculaire. La méthode du transfert de gène permet 
d’introduire dans une cellule hôte une ou plusieurs copies d’un gène codant d’intérêt. Le 
transfert de celui-ci dans la cellule se fait par l’intermédiaire d’un ADN plasmidique 
recombinant (ADNp ou vecteur d’expression) généralement circulaire et contenant le gène 
d’intérêt accompagné de tous les éléments nécessaires à sa transcription (figure 5 : 
essentiellement un promoteur, une (des) origine (s) de réplication, des sites uniques de 
restrictions, un insert, un marqueur de transformation (le plus souvent un gène de résistance à 
un antibiotique) et un marqueur d’intégration (pour la sélection des cellules eucaryotes). De par 
sa nature polyanionique et sa taille, la pénétration passive de l’ADNp dans la cellule est 
improbable. Une multitude de méthodes et produits ont donc été développés pour faciliter son 
transfert dans la cellule hôte. En générale, les méthodes de transfert de gène peuvent se diviser 
en deux catégories : les approches biologiques basées sur l’utilisation d’un vecteur qui 
« transporte » le matériel génétique et les approches physiques (par exemple la microinjection, 
le bombardement de particules, l’électroporation, la sonoporation, l’irradiation par laser et la 
magnétofection qui sont détaillées dans l’Annexe 2).  
Généralités sur les Vecteurs 
On qualifie de vecteur tout système permettant le transfert des acides nucléiques d’intérêt dans 
une cellule donnée. Il doit aussi assurer le franchissement des multiples barrières cellulaires et 
le cheminement efficace de sa « cargaison » jusqu'au noyau de la cellule hôte. Il existe deux 
grandes catégories de vecteurs, à savoir les vecteurs viraux (Annexe 3) et non-viraux. 
Historiquement, la vectorologie est une branche de la virologie moléculaire qui a émergé dans 
les années 1980 et qui cherche à utiliser des virus comme outils du transfert de gène [57]. Les 
vecteurs viraux sont dotés d’une capside identique à celle du virus original mais renferme un 
génome viral recombinant, complet ou plus souvent partiel, porteur du gène d’intérêt. A 
l’inverse de l’infection virale, l’entrée du vecteur dans la cellule ne conduit pas à la production 
de nouvelles particules virales mais permet le transfert du gène. Cependant, de nombreuses 
limitations ont été liées à leur utilisation dans le cadre de la thérapie génique (Annexe 3). Pour 
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s’affranchir de ces inconvénients, des vecteurs de synthèse (ou non-viraux) à base de motifs 
cationiques ont été développés. Les deux principales catégories de vectorisation non virale sont : 
la lipofection et la polyfection, exposées ci-après. Brièvement, les vecteurs de nature lipidique 
et polymérique sont capables de lier les phosphates anioniques et condenser l’ADNp pour 
former des nanoparticules appelées lipoplexes ou polyplexes [58]. Leur charge globale peut être 
négative, positive ou neutre dépendamment de la quantité de vecteurs utilisée. Pour être utile in 
vitro, ces vecteurs doivent avoir un bon rapport efficacité de transfection / cytotoxicité afin de 
soutenir un rendement de production robuste.  
 
  
Figure 5 : Les différentes composantes d’un plasmide classique ou vecteur d’expression. 
 
Les Vecteurs de Nature Lipidique  
Les liposomes, qui ont la capacité de fusionner avec les membranes cellulaires, ont initialement 
été envisagé pour le transfert de gène dans une cellule hôte [59]. Après plusieurs essais fructueux 
de transfert de matériels génétiques encapsulés dans des liposomes [60,61], le Dr. Felgner et ses 
collaborateurs synthétisent chimiquement le premier lipide cationique en 1987 (DOTMA : 
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chlorure de N-[1-(2,3-dioléyloxy) propyl]-N,N,N-triméthylammonium) [62]. Depuis, de 
nombreux lipides cationiques ont été développés et commercialisés [63,64]. Ces lipides peuvent 
être monocationiques, polycationiques ou dérivés du cholestérol. Les exemples les plus 
significatifs de lipides mono et polycationiques sont exposés dans les paragraphes suivants. Les 
lipides dérivés du cholestérol ayant été développés principalement dans le but d’appliquer la 
lipofection in vivo, ils ne seront pas abordés. Brièvement, les lipides cationiques composés de 
dérivés du cholestérol (constituant naturel des membranes cellulaires modulant leur rigidité) 
possèdent des caractéristiques biologiques intéressantes comme une stabilité supérieure dans un 
milieu de force ionique élevée et une meilleure activité fusogénique que les lipides cationiques 
à double chaîne aliphatique. 
De manière générale, la structure chimique des lipides cationiques se compose de trois domaines 
distincts :  
 Une tête polaire (ou hydrophile) chargée positivement de par la présence d’une ou 
plusieurs fonctions amines protonées. Par conséquent, une attraction électrostatique se 
produit avec les groupements phosphates de l’ADNp.  
 Un pôle hydrophobe composé soit de deux chaînes hydrocarbonées saturées ou non (huit 
carbones par chaîne au minimum), soit d’un dérivé du cholestérol. Ces chaînes favorisent 
la déstabilisation des membranes plasmiques riches en lipides.  
 Un connecteur ou « espaceur » reliant la partie hydrophile et hydrophobe. La nature 
chimique et la taille du connecteur influencent la stabilité et la biodégradabilité du vecteur. 
Par exemple, des liens clivables ont été créés favorisant le relargage de l’ADNp.  
De plus, les lipides cationiques sont souvent utilisés en association avec le colipide 
zwitterionique DOPE (dioléoyl-phosphotidyléthanolamine, figure 6) qui favorise la lipofection 
par ses propriétés fusogéniques. Ce colipide est également capable d’induire une déstabilisation 
de la membrane des endosomes durant leur acidification [65] permettant la libération du vecteur 
lipidique et sa cargaison (ADNp) dans le cytoplasme de la cellule.  
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Les Lipides Monocationiques 
Le DOTMA (figure 6), mis au point en 1987, est un lipide monocationique qui a fait ses preuves 
dans la lipofection efficace de différentes lignées cellulaires. Il est composé de deux chaînes 
monoinsaturées et d’une tête cationique de type ammonium quaternaire, reliées par un 
connecteur 2,3-propyl-di-oxy [62]. Le mélange DOTMA / DOPE avec un rapport massique de 
1/1 est aujourd’hui disponible commercialement sous le nom de Lipofectine (Thermo Fisher 
Scientific). Dans le but d’améliorer les propriétés biologiques de ce vecteur synthétique, 
plusieurs analogues ont été développés dont le DOTAP (méthylsulfate de N-[1-(2,3 
dioléoyloxy) propyl] N,N,N triméthylammonium, figure 6)[66]. Le remplacement des fonctions 
éthers du connecteur par des fonctions esters a, en effet, permis de réduire la cytotoxicité du 
vecteur lipidique. Aujourd’hui une multitude de lipides monocationiques possédant des 
variations au niveau de leurs trois domaines structuraux ont été synthétisés. L’évaluation de 
l’efficacité de lipofection de ces dérivés monocationiques a permis de mieux comprendre leurs 
relations structure chimique et activité biologique [67].  
 
Figure 6 : Structures du colipide DOPE et des lipides monocationiques DOTMA et DOTAP. 
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Les Lipides Polycationiques 
Le premier lipide polycationique, une lipopolyamine dérivée de la spermine ou DOGS 
(dioctadecylamine-glycine-spermine, figure 7), fut décrit en 1989 par le Dr. Berh et son équipe 
[68]. Aujourd’hui, les lipoplexes DOGS/DOPE sont commercialisés sous le nom de 
Transfectam® (Promega). Depuis, divers analogues ont été mis au point tel que le DOSPA (2,3-
dioleyloxy-N-[2-(spermine-carboxamido)éthyl]-N,N-dimethyl-1-propanammonium-
trifluoroacétate, figure 7) commercialisé sous le nom de LipofectamineTM (Thermo Fisher 
Scientific) lorsqu’il est mélangé avec le colipide DOPE (rapport massique de 3/1). 
Théoriquement, les lipides polycationiques ont une meilleure affinité pour l’ADNp et, en 
conséquence, une meilleure efficacité de transfection. Plusieurs études comparatives ont mis en 
évidence les caractéristiques communes des lipides cationiques les plus efficaces : une partie 
hydrophobe constituée de deux longues chaînes aliphatiques, une tête polaire deux fois plus 
courte et une liaison de type éther [69,70]. Ces observations démontreraient l’utilité d’une 
certaine proximité entre les chaînes aliphatiques et la tête cationique dans la formation des 
lipoplexes. L’ajout d’ADNp aux lipides cationiques en solution résulte en la formation de 
complexes nommés « lipoplexes ». La morphologie et la taille de ces complexes dépendent, 
entre autre, de la structure du lipide (encombrement stérique relatif entre la tête polaire et la 
partie hydrophobe) [71,72]. La taille des lipoplexes dépend également de la quantité de lipides 
cationiques utilisée qui est généralement supérieure à celle requise pour neutraliser les charges 
négatives de l’ADNp. Cet excès de lipides cationiques dans le mélange permet d’obtenir des 
lipoplexes dont la charge globale est positive. Ainsi formés, ils interagiraient avec les 
protéoglycanes membranaires (page 51) permettant leur internalisation dans la cellule.  
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Figure 7 : Structures des lipides polycationiques DOGS et DOSPA. 
Les Vecteurs de Nature Polymérique 
Les vecteurs synthétiques composés de polymères cationiques, sont particulièrement attractifs 
pour le transfert de gène en raison de leur simplicité d’utilisation, leur modularité, leur stabilité 
et leur solubilité en phase aqueuse.   
La Polylysine  
La polylysine est un polymère cationique composé de plusieurs lysines (comme son nom 
l’indique) qui sont caractérisées par la présence d’une fonction amine primaire à l’extrémité de 
la chaîne latérale (figure 8). Sa capacité à condenser l’ADN est connu depuis les années 1960 
[73] et il est le premier polymère synthétique à avoir été utilisé pour le transfert de gène [74]. 
Son unité de base possédant une constante de dissociation acide (pKa) égale à 10.2, la polylysine 
est chargée positivement au pH physiologique (7.2) lui permettant d’interagir avec les acides 
nucléiques. De ce fait, de nombreux chercheurs se sont intéressés à l’effet « compactant » de ce 
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polymère [75–77] et, en général, seules les polylysines de poids moléculaires supérieurs à 3 kDa 
sont capables de former des complexes stables avec l’ADN (polyplexes) [78].  
 
 
Figure 8 : Structure chimique le la poly-L-lysine. 
Selon la chiralité du carbone central de la lysine, le polymère est composé de L-lysines 
(présentes à l’état naturel) ou D-lysines (produit artificiel). Contrairement aux particules de 
poly-L-lysine (PLL) qui sont biodégradables, la poly-D-lysine (PDL) est résistante aux 
dégradations enzymatiques et donc principalement utilisée comme agent de revêtement pour 
permettre l’adhérence cellulaire [79]. Bien que sa biodégradabilité soit un avantage (surtout pour 
des applications du transfert de gène in vivo), sa cytotoxicité accrue [80] et sa faible efficacité 
de transfection sont des limitations à l’utilisation de la PLL pour le transfert de gène [81]. Ses 
fonctions amines étant protonées au pH physiologique, la PLL ne possède pas de pouvoir 
tampon nécessaire à la sortie des polyplexes du compartiment endosomal [82]. Ceci explique sa 
faible efficacité de transfection en absence d’agents permettant la rupture des membranes 
endosomales tel que la chloroquine [83]. Néanmoins, lorsque la PLL est associée à un ligand 
permettant un ciblage cellulaire précis, son efficacité peut être améliorée. En effet, des études 
pionnières vers la fin des années 1980 ont montrées que la PLL conjuguée à la glycoprotéine 
asialoorosomucoïde permet de cibler les cellules hépatiques [74,84]. Depuis, une multitude de 
dérivés ont été synthétisés dans le but de diminuer la cytotoxicité de la PLL, faciliter la sortie 
endosomale des polyplexes mais aussi limiter l’agrégation des complexes [85–88].   
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Les Dendrimères  
Les dendrimères sont des polymères ramifiés de type polyamidoamines (PAMAM, StarbustTM) 
développés initialement par les Dr. Szoka et Haensler [89].  Ils sont caractérisés par une structure 
sphérique dont la taille est liée au nombre de cycles de polymérisation lors de la synthèse (degré 
de réticulation exprimé en génération, figure 9). Ils sont composés d’un grand nombre de 
fonctions amines soit primaires en surface soit tertiaires à l’intérieure. Cette forte densité de 
fonctions amines primaires confère à ce vecteur synthétique une capacité accrue à condenser les 
acides nucléiques [90]. Les complexes PAMAM / ADNp adoptent majoritairement une forme 
de toroïde visible en microscopie électronique [91]. Leur efficacité de transfection dépend du 
nombre de fonctions amines primaires présentes en surface du polymère et de sa taille [91,92], 
les polyplexes formés avec des dendrimères de génération supérieure à 5 étant les plus 
performant [93]. Tout comme le polyéthylènimine (page 24), les dendrimères sont parmi les 
vecteurs synthétiques les plus étudiés pour le transfert de gène [94] et ces derniers présentent 
l’avantage d’être biodégradables. Leur capacité intrinsèque de transfert de gène peut être 
améliorée en employant des modifications chimiques [81] (combinaison de la structure de base 
avec des peptides fusogènes, des motifs de ciblage cellulaires, etc. ) ou physiques (dégradation 
par la chaleur formant des complexes plus stables et moins toxiques [95]). Toutefois, il existe 
une grande variabilité d’efficacité de transfection en fonction des lignées cellulaires et sa 
cytotoxicité augmente considérablement avec son degré de réticulation [96,97]. De plus, la 
synthèse des dendrimères est longue, fastidieuse [98] et l’achat de solutions commerciales 
dispendieux (Superfect et Polyfect de Qiagen).  
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Figure 9 : Structure chimique du dendrimère polyamidoamine (PANAM). 
Le Chitosan 
Le chitosan (figure 10) est un polymère attrayant pour le transfert de gène en raison de son 
excellente biocompatibilité, sa biodégradabilité et sa faible toxicité [99–101]. Il est donc 
largement étudié pour le transfert de gène dans les conditions in vitro et in vivo depuis les deux 
dernières décennies [81,102]. Le chitosan est un polyoside provenant de la désacétylation 
chimique ou enzymatique de la chitine, un composant naturel de l’exosquelette des insectes et 
crustacés [103]. Sa structure chimique présente des groupements amines primaires et hydroxyles 
qui lui confèrent une densité de charge positive indispensable aux interactions avec les acides 
nucléiques. In vitro, les études des relations entre la structure et l’efficacité du chitosan ont 
permis d’identifier les paramètres important à considérer lors du transfert de gène :  le degré de 
désacétylation, le poids moléculaire et la quantité de chitosan par rapport à celle de l’ADNp 
[101,104–108]. Si nous prenons comme exemple le poids moléculaire, les études révèlent que 
les chitosans de hauts poids moléculaires condensent l’ADNp efficacement et forment des 
complexes stables qui sont cependant peu solubles au pH physiologique [81,109]. Les chitosans 
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de faibles poids moléculaires (≤ 30 kDa) ont une meilleure efficacité de transfection 
[106,110,111], suggérant une meilleure libération intracellulaire de leur « cargaison » [81]. 
D’autres études montrent qu’un meilleur compromis entre la capacité à condenser, transporter, 
et libérer l’ADNp était atteint avec des chitosans de poids moléculaires intermédiaires (compris 
entre 30 et 100 kDa) [106,110,112]. Cependant, leur utilisation dans les processus de transfert 
de gène est largement limitée par leur insolubilité au pH physiologique ainsi que par leur faible 
efficacité de transfection [113,114]. Dans le but de surmonter ces limitations, la structure de 
base du chitosan peut aisément être modifiée ou combinée à d’autres vecteurs. Par exemple, 
l’ajout de chaîne de polyéthylène glycol (PEG) ou d’autres modifications de nature hydrophile 
augmentent la solubilité des complexes au pH physiologique et améliore la libération 
intracellulaire de l’ADNp [105,115]. Plus récemment, Dr. Liu et ses collaborateurs ont 
synthétisés un chitosan-N-octyl-quaternaire combiné au polyéthylènimine (OTMCS-PEI) 
arborant une meilleure efficacité de transfection in vitro et in vivo en comparaison au 
polyéthylènimine (25 kDa) [116].  
 
 
Figure 10 : Structure chimique du chitosan. 
Le Polyéthylènimine 
Synthèse et Structure du Polyéthylènimine 
Initialement connue pour ses applications dans l’industrie du papier et en chromatographie, le 
polyéthylènimine (PEI) fut utilisé avec succès pour le transfert de gène (in vitro et in vivo) en 
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1995 [117]. Le PEI existe sous deux formes (figure 11), linéaire (LPEI) ou branchée (BPEI) en 
fonction de son mode de polymérisation et est décliné en une série de poids moléculaires 
variables en fonction de son degré de polymérisation (polydisperse) [118]. Le BPEI est 
synthétisé par catalyse acide et ouverture du cycle de l’aziridine (figure 11) permettant une 
polymérisation multidirectionnelle des chaînes [119]. En revanche, le LPEI est synthétisé en 
deux étapes avec, premièrement, une polymérisation par ouverture du cycle de la 2-éthyl-2-
oxazoline (figure 11) aboutissant à la formation d’un PEI substitué de groupements N-propionyl 
(PEOZ), qui sont ensuite éliminés partiellement par hydrolyse acide [119,120]. La structure 
chimique du PEI incorpore donc une fonction amine tous les trois atomes lui conférant une haute 
densité de charges positives. Alors que le LPEI possède majoritairement des amines 
secondaires, le BPEI contient des amines primaires (25 %), secondaires (50%) et tertiaires 
(25%). La présence de ces atomes d’azote (N) protonés au pH physiologique permet des 
interactions électrostatiques avec les groupements phosphates (P) de l’ADNp.  
 
 
Figure 11 : Structures chimiques de l’aziridine, 2-éthyl-2-oxazoline, polyethylènimine branché 
et linéaire. 
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De par sa structure chimique, le PEI est donc capable de lier l’ADNp de manière non spécifique 
et de le condenser efficacement, réduisant considérablement son volume en solution [121]. Les 
complexes PEI - ADNp ainsi formés sont nommés polyplexes [58]. D’autre part, les atomes 
d’azote non protonés au pH physiologique (80 %) assurent un pouvoir tampon bénéfique durant 
le trafic intracellulaire des polyplexes [122,123]. En effet, cette propriété dite d’ « éponge à 
protons » (page 36), bien que controversée, permettrait de retarder l’acidification des endosomes 
provoquant leur rupture et libérant ainsi les polyplexes dans le cytoplasme des cellules 
[124,125]. L’efficacité de ce vecteur augmente proportionnellement avec son poids moléculaire 
et son degrés de branchement qui en contrepartie engendre une forte cytotoxicité [126–128]. Le 
pouvoir transfectant du PEI résultant d’un équilibre entre efficacité et cytotoxicité, le poids 
moléculaire optimal  pour la formation des polyplexes se situe entre 22 et 25 kDa [16,128,129].  
Les Modifications Chimiques du Polyéthylènimine 
Plusieurs modifications chimiques ont été apportées au PEI afin d’améliorer son efficacité de 
transfection, diminuer sa cytotoxicité ou encore permettre un ciblage cellulaire [130–135]. De 
plus, d’autres systèmes nanoparticulaires à base de PEI ont été développés et cherchent à utiliser 
l’effet synergique entre le pouvoir « transfectant » de ce dernier combiné à la performance 
d’autres composants : systèmes de micelles polymériques, systèmes nanoparticulaires PEI-
métal, systèmes nanoparticulaires PEI-silice, et les systèmes polymériques [130,136].  
La déacylation est sans doute la modification chimique la plus commune appliquée au LPEI. En 
effet, la structure du LPEI peut contenir un nombre considérable de groupements N-propionyl 
résultant d’une hydrolyse acide incomplète (figure 12). La présence de ces groupements 
réduirait le nombre de résidus d’azotes protonables limitant ainsi la capacité de condensation de 
l’ADNp et l’efficacité de l’échappement endosomal des polyplexes [133]. Cette hypothèse a été 
validée dix ans après la première utilisation du PEI comme vecteur de transfert de gène. En effet, 
Mini Thomas et ses collaborateurs démontrent que la déacylation complète du LPEI (25 kDa) 
augmente considérablement son efficacité de transfection [119]. Aujourd’hui les PEI 
entièrement déacylés sont commercialisés sous le nom de PEI « Max » (Polysciences) et 
PEIproTM (Polyplus Transfection). Cependant, l’impact du niveau d’acylation du PEI sur son 
efficacité a révélé des résultats contradictoires. Alors que certaines études démontrent une 
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augmentation d’efficacité suite à l’hydrolyse complète du PEI [119,120], d’autres obtiennent 
une meilleure expression du transgène avec des PEI partiellement hydrolysés [137–139].   
 
 
Figure 12 : Déacylation du polyéthylènimine linéaire. 
Lorsque le PEI est employé pour des applications in vivo, l’ajout de chaînes de polyéthylène 
glycol (PEG) est probablement la modification chimique la plus utilisées. En créant une 
enveloppe extérieure hydrophile, elle limite les interactions des polyplexes avec les protéines 
plasmatiques et autres composants sanguins. De ce fait, le temps de circulation sanguine des 
polyplexes est augmenté et leur toxicité diminuée. En contrepartie, cette addition réduit la 
charge globale de surface des polyplexes qui entraîne une diminution des interactions avec la 
surface cellulaire et par conséquent leur endocytose [127,140,141]. In vivo, la fonctionnalisation 
des copolymères PEI-PEG est alors nécessaire afin d’éviter aux polyplexes de rester en 
circulation. Ainsi des motifs peptidiques peuvent être ajoutés dans le but de cibler un type 
cellulaire en particulier. Par exemple les motifs peptidiques Arginine – Glycine – Aspartate 
(RGD) permettent de cibler les récepteurs aux intégrines présents à la surface des cellules 
endothéliales [142].   
Caractéristiques Physico-Chimiques des Polyplexes 
L’ajout de PEI à une préparation d’ADNp en solution aboutit à la formation de polyplexes qui 
peuvent adopter une structure sphérique, globulaire ou en forme de bâtonnets [143]. La 
formation de polyplexes qui vont efficacement « transfecter » les cellules est une subtile 
alchimie entre différents paramètres tel que la structure du PEI, sa capacité de condensation de 
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l’ADNp, la composition du milieu, le temps d’incubation du mélange et le ratio N/P (azote = 
nitrogène/phosphate). Premièrement, la structure et la capacité de condensation du PEI 
influencent le diamètre des polyplexes. En générale, plus le polymère est long ou branché, plus 
sa densité de charge positive est importante au pH physiologique ce qui améliore sa capacité de 
condensation de l’ADNp [121] et aboutit à la formation de polyplexes de plus petites tailles. Par 
exemple, dans une solution saline physiologique, le LPEI 22kDa peut former des polyplexes 
d’un diamètre supérieur à 1000 nm alors que les polyplexes à base de BPEI 25kDa atteignent 
un diamètre d’environ une centaine de nanomètre [144]. Plusieurs études ont démontré que des 
nanoparticules de plus grande taille et donc moins condensées seraient plus efficace pour le 
transfert de gène in vitro [145]. Notons que l’ordre dans lequel sont ajoutés les composants 
influence également leurs tailles et leurs formes (addition de PEI dans une solution d’ADNp ou 
vice versa) [121,146]. Une variation de la taille des polyplexes en fonction du temps et de la 
composition du milieu a été observée dans de nombreuses études. Dans une solution contenant 
10 mM de chlorure de sodium (NaCl), les polyplexes à base de LPEI 25 kDa présentent un 
diamètre supérieur à 500 nm après 30 minutes d’incubation, alors que ce dernier est supérieur à 
900 nm lorsque les polyplexes sont formés dans une solution contenant 150 mM NaCl [140]. 
Un accroissement de la taille des polyplexes (à base de LPEI 25kDa formés dans une solution 
saline tamponnée d’Hépès) de 120 à 370 nm a été observés sur une période de temps de trois 
heures. En revanche, les polyplexes à base de LPEI 22kDa ont tendance à agréger plus 
rapidement, atteignant un diamètre d’environ 750 nm après vingt minutes et dépassant six µm 
après trois heures [145]. Il a été observé qu’un diamètre compris entre 60 et 400 nm était 
compatible avec une endocytose efficace des polyplexes in vivo [147] et in vitro dans les cellules 
de mammifères CHO et HEK293 [53]. De plus, une charge positive globale des polyplexes est 
essentiel à une transfection efficace, ce paramètre étant défini par le ratio N/P ou N est 
excédentaire.  
Le Polyéthylènimine à l’État Libre 
En présence d’un excès de PEI dans le milieu de complexation, une large fraction du polymère 
est présente à l’état libre, i.e. non lié à l’ADNp. Il est possible de quantifier le PEI sous forme 
libre dans le milieu de complexation grâce à la spectroscopie de corrélation de fluorescence, qui 
est une technique d’imagerie basée sur la mesure de l’intensité de fluorescence et l’analyse de 
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ses fluctuations. Ainsi il a été mis en évidence que les complexes ADNp - BPEI 25 kDa 
(préalablement marqués à la rhodamine) à un ratio N/P optimal pour la transfection exhibaient 
86 % de PEI sous forme libre [147]. Lorsque les polyplexes à base de L et BPEI (25kDa) sont 
purifiés par chromatographie par exclusion de taille (SEC) permettant l’élimination du PEI libre, 
l’efficacité de transfection est significativement réduite in vitro et in vivo excepté lorsque les 
polyplexes ont été formés en présence d’une haute concentration d’ADNp [148]. De manière 
similaire, la transfection des cellules en absence de PEI libre diminue la quantité de polyplexes 
endocytosés et par conséquent l’efficacité de transfection [149]. Ainsi l’ajout de PEI libre à des 
cellules en culture préalablement transfectées avec des polyplexes purifiés ou formés sans excès 
de PEI améliore considérablement l’efficacité de transfection [148]. Plusieurs études 
mécanistiques révèlent donc que la présence de PEI libre joue un rôle fondamental dans le 
processus de transfection en facilitant l’entrée des polyplexes dans la cellule et influençant leur 
trafic intracellulaire [122,148,150,151]. Par contre, le fait que chaque type cellulaire soit 
efficacement transfectable avec un ratio N/P distinct et donc une quantité de PEI libre variable 
complexifie la compréhension du rôle exacte du PEI libre dans le mécanisme de transfection 
[53]. De plus la présence de PEI à l’état libre implique un effet cytotoxique dépendant de sa 
concentration [148]. L’efficacité d’une transfection est donc le résultat d’un équilibre délicat 
entre la quantité d’ADNp et de PEI.  
La Cytotoxicité du Polyéthylènimine 
Bien que l’abondance d’articles scientifiques mentionnant la cytotoxicité du PEI est frappante, 
les mécanismes moléculaires sous-jacents à cet effet toxique sont très peu documentés. En 2001, 
Godbey et ses collaborateurs [152] montrent que la mort cellulaire induite par la transfection au 
BPEI (25 kDa) surviendrait en deux temps. La première phase est caractérisée par un 
changement morphologique deux heures suivant la transfection. Puis la seconde phase survient 
entre sept et neuf heures après la transfection et est caractérisée par l’augmentation de 
l’expression de gènes impliqués dans la réponse au stress : l’activateur tissulaire du 
plasminogène (tPA), l’inhibiteur-1 des activateurs du plasminogène (PAl-1) et le facteur von 
Willebrand (vWF). En 2010, Beyerle et ses collaborateurs [153] observent également que la 
transfection au BPEI (25 kDa) induit, six heures après, l’augmentation de l’expression des gènes 
impliqués dans le stress oxydatif et l’inflammation. Moghimi et ses collaborateurs [154] 
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montrent en 2005 que le BPEI (25 kDa) et le LPEI (750 kDa) induisent une cytotoxicité en deux 
phases dont la première survient rapidement après la transfection (30 min) et implique un 
mécanisme similaire à la nécrose provoquée par l’augmentation de la perméabilité cellulaire. La 
seconde phase (24 heures suivant la transfection) engage une apoptose conjointe à 
l’augmentation de l’activité de la caspase-3 et la perte du potentiel de membrane mitochondriale. 
Ces observations poussent les auteurs à conclure que l’apoptose serait induite par les 
mitochondries. Plus récemment, le groupe de Theresa Reineke [155] a montré que la 
transfection au LPEI (25kDa) induit une augmentation de l’activité de la caspase-9 et une 
dépolarisation de la membrane mitochondriale dans l’heure qui suit la transfection. La 
colocalisation des mitochondries et du LPEI suggère que ce dernier initierait l’activation de la 
caspase-9 par une interaction directe avec les mitochondries menant ultimement à la mort 
cellulaire par apoptose.  
Conclusion 
Il est relativement difficile de comparer l’efficacité des vecteurs synthétiques entre eux, les 
études de transfection étant rarement réalisées dans des conditions identiques. De manière 
générale, la capacité d’un vecteur à transférer efficacement du matériel génétique dans les 
cellules de mammifères est déterminée grâce à l’emploi d’un gène rapporteur. Ce dernier peut 
coder pour différentes protéines comme par exemple la luciférase, la β-galactosidase, la 
phosphatase alcaline secrétée (SEAP) ou encore des protéines fluorescentes (le plus souvent la 
protéine fluorescente verte ou GFP) dont l’expression est facilement mesurable. Cependant, ces 
différents systèmes ne permettent pas d’obtenir le même niveau d’information. En effet, alors 
que la GFP permet d’évaluer le pourcentage de cellules transfectées efficacement, les autres 
systèmes de détection informent sur le niveau d’expression moyen des cellules transfectées au 
sein de la culture. La diversité des systèmes rapporteurs limite donc aussi la comparaison des 
nombreuses études de transfert de gène. D’autre part, il n’est pas aisé d’extrapoler les résultats 
de transfection d’une lignée cellulaire à l’autre [156] et encore moins dans le cadre d’une 
évaluation in vivo [157]. Néanmoins, in vivo le PEI est probablement une des alternatives les 
plus prometteuses aux vecteurs de transfection viraux [158]. L’efficacité du PEI (in vitro et in 
vivo [117,159]), combinée à sa simplicité d’utilisation, son faible coût et sa stabilité en solution 
en font un vecteur de choix pour la production de r-protéines à grande échelle.  
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Les Obstacles du Transfert de Gène 
L’organisation compartimentée de la cellule eucaryote représente une barrière au transfert 
efficace d’un gène et au cheminement de celui-ci jusqu’au noyau cellulaire. De manière générale 
un vecteur doit délivrer le gène à sa cible : le noyau cellulaire, en contournant plusieurs étapes 
limitantes : (1) la formation des complexes ADNp - vecteur, (2) l’attachement à la membrane 
cellulaire, (3) l’entrée dans la cellule, (4) la libération des complexes à proximité du noyau 
cellulaire, (5 ?) la dissociation des complexes et (6) l’entrée de l’ADNp dans le noyau 
[129,160,161]. Afin d’aider à la compréhension des mécanismes intracellulaires sous-jacent au 
transfert de gène, cette partie documente les différents réseaux membranaires de la cellule de 
mammifères (ou obstacles à la technique du transfert de gène schématisés figure 13) que doivent 
traverser les polyplexes et discute les mécanismes biologiques décrits dans la littérature 
permettant aux polyplexes à base de polyéthylènimine de franchir ces étapes.  
 
 
Figure 13 : Représentation schématique des étapes du transfert de gène par le 
polyéthylènimine et paramètres à considérer. 
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L’Entrée dans la Cellule  
In vitro, la membrane plasmique est le premier obstacle que doivent traverser les polyplexes. 
Elle est composée de lipides membranaires qui s’organisent en micro domaines mobiles dans le 
plan de la membrane, conformément au modèle de « mosaïque de fluides » décrit en 1972 [162]. 
Cette fluidité permet l’internalisation de diverses particules présentes dans le milieu environnant 
par un mécanisme d’endocytose qui est indispensable à la survie cellulaire.  
Les Voies d’Endocytose 
On distingue plusieurs voies d’endocytose dont la macropinocytose, la voie dépendante de la 
clathrine et les voies indépendantes de la clathrine (figure 14). D’un point de vue physiologique, 
l’existence de plusieurs voies d’endocytose n’est pas entièrement comprise mais on pense que 
les différentes voies d’entrée dans la cellule aboutiraient à des destinations intracellulaires 
distinctes.  
Figure 14 : Classification des voies d’endocytose et leurs inhibiteurs les plus couramment 
utilisés. 
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La voie d’endocytose dépendante de la clathrine est la mieux caractérisée car sa découverte 
remonte au début des années 1960. Suite à la reconnaissance d’un ligand par un récepteur 
présent à la membrane cellulaire, les complexes ligand - récepteur sont internalisés grâce à la 
formation de puits « mantelés ». Le manteau des vésicules ainsi obtenues est principalement 
constitué de la protéine structurale clathrine [163]. Cette dernière est constituée de trois chaînes 
lourdes associées à trois chaînes légères formant des « triskèles » de clathrine observés en 
microscopie électronique en 1981 [164]. Ces « triskèles » ont la capacité de s’auto-assembler 
(intervention d’un complexe adaptateur AP-2 [165]) permettant la déformation d’une partie de 
la membrane plasmique pour former des vésicules (~ 100 nm) recouverte d’un manteau de 
clathrine [166]. La fission membranaire aboutissant à la formation de la vésicule est induite par 
phosphorylation de la dynamine, une GTPase indispensable à ce mécanisme [167]. Une fois 
internalisées les vésicules sont débarrassées de leur manteau de clathrine et fusionnent avec les 
endosomes de triage dits « précoces ». Les molécules sont ensuite transférées dans les 
endosomes secondaires ou « tardifs », puis dans les lysosomes dans un intervalle de 40 à 60 
minutes [168]. Ce mécanisme est corrélé à l’acidification de l’intérieur des vésicules allant d’un 
pH de 6.5 - 6.8 pour les endosomes à un pH de 4.5 pour les lysosomes [169]. Les molécules 
internalisées par la voie dépendante de la clathrine sont le plus souvent dirigées dans la voie de 
recyclage vers la membrane plasmique (LDL par exemple) ou dans la voie de dégradation 
lysosomale (facteurs de croissance par exemple) [170].  
Les voies d’endocytoses indépendantes de la clathrine ont été caractérisées grâce aux études 
de mutants dominants négatifs de la clathrine et à l’amélioration de la performance des outils et 
des méthodes de visualisation microscopique permettant de suivre l’endocytose de protéines 
fluorescentes. Les micro-domaines lipidiques ou « radeaux » sont enrichis en lipide de type 
cholestérol et sphingolipide. Cette composition lipidique caractéristique des micro-domaines les 
rend résistants à l’action de détergents anioniques à 4°C permettant de les isoler. L’étude de la 
composition protéique des micro-domaines est ainsi possible et montre une abondance de 
protéines à ancrage glycosyl phosphatidyl inositol (GPI) [171,172] suggérant un rôle essentiel 
dans la signalisation cellulaire en permettant la concentration des glycoprotéines et d’autres 
récepteurs (tel que ceux de l’insuline et l’interleukine-2 [173]). Les micro-domaines mesurent 
environ 70 nm et représentent entre 10 et 30 pourcents de la surface cellulaire. Plusieurs types 
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d’endocytose ont lieu au niveau des micro-domaines lipidiques : l’endocytose médiée par la 
cavéoline, les flotillines, GRAF1, Arf6 et RhoA [174] (dont seulement les deux premières seront 
abordées dans ce paragraphe). Dans la voie d’endocytose dépendante de la cavéoline, le manteau 
de clathrine est remplacé par un réseau de cavéoline donnant naissance à une vésicule appelée 
cavéole (60 - 80 nm) dont la forme particulière en oméga a permis son identification en 
microscopie électronique (Georges Palade en 1953). Les cavéoles ont la capacité de fusionner 
entre elles pour former un cavéosome qui permettrait de contourner la voie lysosomale pour 
transférer son contenu au réticulum endoplasmique [175]. Cependant, on sait aujourd’hui que 
la destination du contenu et l’enchaînement d’évènements propre à l’endocytose médiée par la 
cavéoline dépend du type cellulaire [174]. Les flotillines (FLOT-1 et FLOT-2) sont des 
protéines présentes à la membrane cellulaire impliquées entre autres dans l’endocytose de 
ligands. L’hétérogénéité de leur localisation cellulaire, l’absence de séquences caractéristiques 
et le manque de connaissance des protéines interagissant avec la flotilline sont des limitations à 
la compréhension de leur fonction cellulaire [176]. On sait néanmoins que la voie d’endocytose 
impliquant les flotillines est indépendante de la clathrine et de la cavéoline [177,178]. Elle est 
impliquée dans l’internalisation de ligands spécifiques [179], de la toxine cholérique [180] et 
également l’entrée de polyplexes à base de polyamidoamine (dendrimères) [178].   
Enfin, la macropinocytose est une voie d’endocytose qui correspond à la formation de vésicule 
de grande taille par évagination de la membrane cellulaire appelée macropinosome. Leur 
diamètre varie de 0.5 à 5 µm et leur progression endocytotique permet leur fusion avec les 
lysosomes où leur contenu est généralement dégradé. De nombreux pathogènes profitent de 
cette voie d’entrée non spécifique afin d’infecter les cellules, citons comme exemple le virus 
Ebola [181] (tristement populaire en 2014). 
 L’Endocytose des Polyplexes 
Suite à l’attachement des polyplexes à la surface de la cellule (mécanisme décrit en détail à la 
page 51), ces derniers sont internalisés principalement par endocytose en raison de leur petite 
taille [121]. Une endocytose constitutive permet le renouvellement de la membrane plasmique 
dont le temps de demi-vie est estimé à environ 10 minutes pour les cellules CHO [182]. 
Cependant, les  polyplexes sont capables d’induire activement leur endocytose et ne sont pas 
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simplement transportés [183]. L’accumulation des données concernant l’internalisation des 
polyplexes permet de conclure que la voie d’endocytose empruntée par ces derniers dépend de 
la lignée cellulaire et du type de PEI (branchée ou linéaire) [156]. Par exemple Von Gersdorff 
et ses collaborateurs [184] ont montré que dans les cellules de rein de grivet d’Afrique (COS-7) 
et les cellules d’un carcinome hépatocellulaire aviaire (HUH-7) l’endocytose médiée par la 
clathrine est la voie empruntée par les polyplexes à base de LPEI. D’autre part, les cellules 
HUH-7 sont plus efficacement transfectées par les polyplexes à base de LPEI (40 % des cellules 
exprimant le transgène EGFP) en comparaison à ceux formés avec du BPEI (22 % des cellules). 
Ceci suggère que les voies empruntées par les deux types de polyplexes sont distinctes. Dans 
les cellules HeLa, les polyplexes à base de BPEI sont majoritairement internalisés par une 
endocytose faisant intervenir les radeaux lipidiques et moindrement par celle médiée par la 
clathrine bien que l’efficacité de transfection résultante est similaire (25%) [184]. Dans les 
cellule A549, alors que les polyplexes internalisés par endocytose dépendante de la clathrine 
sont dégradés dans les lysosomes, ceux endocytosés via la voie dépendante de la cavéoline 
permettent une transfection efficace des cellules [185]. En accord avec ces résultats, l’inhibition 
de la voie d’endocytose dépendante de la cavéoline cause une réduction significative de 
l’expression du transgène médiée par le LPEI dans les cellules COS-7 [186], de même que dans 
les cellules CHO-K1 et HeLa [187]. Dans les cellules HEK293, les polyplexes à base de BPEI 
sont principalement internalisés par les radeaux lipidiques bien qu’il semble que cette voie 
conduise à l’agrégation cytoplasmique des polyplexes (voir le chapitre 3). En conclusion, ces 
études indiquent que les polyplexes peuvent être endocytosés par différents mécanismes. De 
plus, ces voies d’endocytose ne s’excluent pas mutuellement et permettent l’entrée des 
polyplexes simultanément dans la cellule. Dans le but de comprendre les liens existant entre les 
diverses voies d’endocytose, des études ont montré que la voie médiée par la cavéoline se 
confond au niveau des endosomes avec celle médiée par la clathrine [188,189]. De plus, notons 
que ces études se basent généralement sur l’utilisation d’inhibiteurs (dont les plus courants sont 
énumérés à la figure 14) bloquant une voie d’endocytose en particulier. Toutefois, aucun n’est 
absolument spécifique et tous affectent l’organisation du cytosquelette d’actine impliquant des 
effets secondaires. Il est aussi probable que l’usage d’un inhibiteur affecte d’autres voies 
d’endocytose que celle ciblée car elles sont possiblement toutes interconnectées [190].  
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La sortie des Endosomes  
Le manque d’efficacité des vecteurs synthétiques en comparaison aux vecteurs viraux est 
probablement lié à leur dégradation au niveau lysosomal. Alors que les vecteurs viraux ont 
développé des mécanismes « naturellement efficaces » permettant leurs sorties des endosomes, 
les vecteurs synthétiques doivent contourner cette étape limitante en mettant en place des 
stratégies empêchant ou limitant la maturation endosomale.  
En 1998, Hélène Pollard et ses collaborateurs [191] proposent un lien causal entre le pouvoir 
tampon du PEI et son efficacité dans le transfert de gène. Ce pouvoir tampon, appelé « éponge 
à protons » (figure 15), permet aux polyplexes d’empêcher l’acidification des endosomes 
retardant l’action des nucléases lysosomales qui ne sont effectives qu’à pH acide.  
 
 
Figure 15 : Mécanisme schématisé du phénomène d’éponge à protons adaptée de Mireia 
Agirre et al. [192]. 
La structure du PEI comporte un azote tous les trois atomes dont la majorité (80 %) n’est pas 
protonée au pH physiologique [123]. L’acidification des endosomes à un pH 5 provoque la 
protonation de 45 % des atomes d’azote du PEI [123] entraînant une arrivée massive de protons 
couplée à celle d’ions chlorures [193,194]. Afin de compenser l’augmentation de la 
concentration ionique des endosomes contenant les polyplexes, une entrée conséquente d’eau 
est observée par simple phénomène osmotique, ce qui induit leur gonflement, puis leur rupture. 
La présence d’inhibiteurs de la pompe à protons (tel que la bafilomycine A1 et la 
concanamycine) dans le milieu de culture inhibe l’expression du transgène validant ainsi 
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l’hypothèse de l’« éponge à protons » [195]. De plus, le remplacement des amines protonables 
par des amines quaternaires (non protonables) dans la structure du PEI réduit de 20 fois 
l’expression du transgène [133,196] indiquant l’importance du phénomène d’« éponge à 
protons » dans le mécanisme de transfert de gène par le PEI. Cependant, plusieurs groupes de 
recherche ont montré que le pH des lysosomes n’est pas modifié suite à l’entrée des polyplexes 
dans la cellule. Ceci leur permet de conclure que le phénomène d’« éponge à protons » est 
incorrect ou ne serait pas le mécanisme dominant de l’échappement endosomal des polyplexes 
[197,198].   
Le Trafic Intracytoplasmique et l’Entrée dans le Noyau 
Les mécanismes du routage intracellulaire et de l’entrée des polyplexes ou de l’ADNp dans le 
noyau sont mal connus. On estime qu’entre 2 000 et 100 000 copies plasmidiques peuvent être 
délivrées à l’intérieur de chaque cellule [199] mais seulement 1 à 10 % atteignent le noyau 
cellulaire [200]. L’étude pionnière de Hélène Pollard et ses collaborateurs en 1998 [191] montre 
que la microinjection des polyplexes PEI - ADNp directement dans le cytoplasme de la cellule 
augmente significativement l’expression du transgène. Plusieurs interprétations découlent de ce 
résultat notamment la capacité du PEI à faciliter l’importation nucléaire de sa cargaison, ou 
indirectement le PEI permettrait la protection de l’ADNp contre l’action des nucléases dans le 
cytoplasme et une meilleure diffusion dans cet environnement visqueux. Les polyplexes seraient 
en effet capables d’utiliser le cytosquelette de la cellule et ainsi évoluer plus facilement dans le 
cytoplasme [201]. En 2002, Brunner et ses collaborateurs [202] observent que l’inhibition 
chimique de la croissance cellulaire résulte en un faible niveau d’expression du transgène et 
proposent une entrée passive du matériel génétique (complexé ou non) lors de la désorganisation 
temporaire de la membrane nucléaire pendant la division cellulaire [202,203]. Cette hypothèse 
est soutenue par le fait que les vecteurs synthétiques sont plus efficaces dans les cellules en 
division que dans les cellules quiescentes [204]. Toutefois, la transfection efficace des cellules 
neuronales avec des polyplexes à base de PEI [205] suggère qu’un autre mécanisme pourrait 
aussi réguler l’importation nucléaire de l’ADNp. La double couche lipidique de l’enveloppe 
nucléaire peut être traversée lors de sa rupture au moment de la mitose mais aussi au niveau des 
pores nucléaires. Ce sont de grands complexes protéiques d’environ 125 kDa constitués 
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d’importines α et β permettant un transport actif dans leur état conformationnel « ouvert » 
(molécule ≤ 26 nm) ou passif dans leur état conformationnel « fermé » (molécule ≤ 9 nm). Une 
nette amélioration de l’expression du transgène a été obtenue suite à l’attachement de séquences 
NLS (nuclear localisation signal) à la molécule d’ADNp [206]. Ce sont des séquences 
peptidiques ayant une grande affinité pour les importines qui assurent le transport de 
macromolécules du cytoplasme vers le noyau. Cependant, la taille des polyplexes à base de PEI 
ayant généralement un diamètre supérieur à 40 nm [53], il est peu probable qu’ils soient capables 
d’emprunter cette voie suggérant qu’une dissociation du complexe est nécessaire au passage de 
l’ADNp par les pores nucléaires.  
La Dissociation des Polyplexes 
La dissociation des polyplexes lors des étapes du transfert de gène est une question encore non 
résolue. Alors que certaines études tentent d’évaluer la cinétique de dissociation des polyplexes 
dans le cytoplasme de la cellule [147], d’autres suggèrent que cette dissociation n’est pas une 
étape indispensable. En effet, plusieurs groupes de chercheurs ont observé la présence de 
polyplexes dans le noyau cellulaire [124,207,208] et l’ADNp complexé par le PEI serait 
accessible à la machinerie transcriptionnelle de la cellule [209].  
Les Protéoglycanes à Héparane Sulfate 
Généralités 
La membrane cellulaire est généralement « décorée » par un type particulier de complexes 
polysaccharide - protéine : les protéoglycanes (PG) membranaires (105 à 106 molécules par 
cellules [210]). Ces derniers sont formés de plusieurs chaînes de glycosaminoglycanes (GAG) 
attachées de manière covalente à une molécule protéique centrale. Les principaux GAGs sont 
l’héparane sulfate (HS), l’héparine (HP), la chondroïtine sulfate (CS), le dermatane sulfate (DS) 
et le kératane sulfate (KS). Les protéoglycanes à héparane sulfate (HSPG) sont exprimés par la 
plupart des cellules de mammifères et localisés à leur surface. A ce sujet, une recherche dans 
Pub Med utilisant les termes « heparan sulfate proteoglycan » indique 8 548 références en date 
du 26 février 2016 (figure 16).   
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Figure 16 : Publications mentionnant les héparanes sulfates par année depuis 1974. 
Source : PubMed consulté le 26 février 2016. 
Structure des Chaînes Polysaccharidiques d’Héparane Sulfate 
Les héparanes sulfates sont des glycanes linéaires et non ramifiés composés d’une unité 
disaccharidique répétée. L’unité de base est constituée de deux monosaccharides : un acide 
uronique (acide D-glucuronique ou L-iduronique) et un hexose simple de type D (glucosamine). 
Le nombre de disaccharides est très variable d’une chaîne d’héparane sulfate à l’autre, mais il 
est généralement compris entre 20 et 80 répétitions [210]. Lors de la synthèse des héparanes 
sulfates, l’unité de base peut être modifiée par épimérisation, acétylation, N- et O-sulfatation, 
ce qui engendre un grand niveau de complexité (figure 17). En effet, les héparanes sulfates sont 
structurellement les GAG les plus complexes [211]. On distingue des régions plus ou moins 
modifiées qui sont distribuées de manière uniforme le long de la chaîne polysaccharidique 
(figure 17). Le domaine NS est composé de 2 à 8 disaccharides N-sulfatés contigus. Plus 
particulièrement, le disaccharide prépondérant du domaine NS est l’acide iduronique 2-O sulfaté 
lié en (1-4) au glucosamine N et 6-O sulfaté (IdoA2S-GlcNS6S) [212]. Les domaines NS sont 
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entourés de régions de transition (domaine T) alternant les disaccharides N-sulfatés et N-
acétylés [212]. La région de transition T crée ainsi un lien entre le domaine NS et le domaine 
NA (N-acétylée) qui est très peu modifié [212]. L’existence de ces motifs uniques permet aux 
héparanes sulfates de lier spécifiquement de nombreux ligands [213–216]. Les interactions HS 
- ligands dépendent donc de la structure variable de la chaîne polysaccharidique qui est 
principalement déterminée durant sa biosynthèse [217]. Néanmoins, en présence 
d’endosulfatases (SULF1 et SULF2) localisées à la surface cellulaire et clivant les groupements 
6-O sulfates, la structure des HS peut être profondément modifiée modulant ainsi leur propriété 
de liaison aux ligands [218–220]. La complexité est telle qu’on a vu apparaître la notion 
d’héparanome [221]. Ce code moléculaire est difficilement déchiffrable en raison du peu de 
techniques permettant d’étudier les caractéristiques structurelles des HS. De plus, l’appréciation 
de la conformation tridimensionnelle des HS (figure 17) permettrait de mieux comprendre la 
spécificité de l’interaction avec les ligands [222–224].  
  
Figure 17 : Structure et conformation des héparanes sulfates.  
(A gauche) Représentation des domaines NA, NS et T (NA/NS) de la chaîne polysaccharidique 
d’héparane sulfate [225]. (A droite) Conformations de la molécule d’héparine (= domaine NS) 
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en solution. Les atomes de carbone sont représentés en gris, oxygène en rouge, azote en bleu, 
et jaune pour les atomes de soufre. 
Biosynthèse des Chaînes Polysaccharidiques d’Héparane Sulfate 
In vivo, la synthèse biologique des héparanes sulfates est dépendante du site tissulaire et change 
durant les phases du développement, l’âge et la maladie [226–230]. Il s’agit d’un processus 
enzymatique qui a lieu dans le compartiment golgien [231] et peut être divisé en trois étapes 
majeures : initiation, polymérisation et modification de la chaîne polysaccharidique (figure 18). 
Durant la phase d’initiation, le tétrasaccharide (xylose - galactose - galactose - acide uronique) 
s’attache à une sérine de la protéine centrale par O-glycosylation. La polymérisation du sucre 
est ensuite initiée par l’addition d’un résidu de glucosamine N-acétylé. Une fois induite, la 
polymérisation permet l’ajout en alternance des résidus d’acide glucuronique et N-acétyl-
glucosamine. La modification de la chaîne polysaccharidique par diverses enzymes survient 
conjointement à la phase de polymérisation. Brièvement, ces enzymes introduisent des 
groupements sulfates à des positions variables du polysaccharide et quelques résidus d’acide 
glucuronique sont convertis en acide iduronique par epimérisation. Le produit final à une 
organisation moléculaire spécifique qui s’agence en une succession de trois domaines distincts 
plus ou moins modifiés (figure 17).  
La première enzyme intervenant dans la phase de modification est une héparane glucosaminyl 
ou NDST (N-déacétylase / N-sulfotransférase) qui remplace les groupements acétyles par des 
groupements N-sulfates. Cette enzyme a un rôle clé dans la biosynthèse des HS car les 
modifications subséquentes prennent place à proximité immédiate des groupements N-sulfatés 
[232]. Il existe quatre isoformes de l’enzyme NDST identifiées chez les mammifères [233] 
(transcrites à partir de quatre gènes différents). Ce sont des protéines transmembranaires de type 
II possédant un domaine cytoplasmique court (12 à 18 acides aminés) et un domaine catalytique 
contenant deux sites indépendants responsables de la N-déacétylation et la N-sulfatation [233]. 
Toutefois, on ne sait pas exactement comment les NDST ciblent des régions particulières de la 
chaîne d’héparane sulfate. Deuxièmement, la conversion consécutive des résidus d’acide 
glucuronique en acide iduronique par la C5-épimérase est restreinte aux régions N-sulfatées 
nouvellement formées. De plus, les enzymes C5-épimérase et 2-O-sulfotransférase (2OST) sont 
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étroitement liées et modifient les régions N-sulfatées contiguës (domaine NS). Les résidus N-
acétyl-glucosamine sont les substrats de l’enzyme 6-O-sulfotransférase (6OST) avec la 
condition particulière qu’ils soient adjacents à un disaccharide N-sulfaté (domaines NS et T). 
Enfin, les chaînes d’héparanes sulfates peuvent subir l’addition de groupements 3-O-sulfates 
catalysées par l’enzyme 3-O-sulfotransférase (3OST). Ces enzymes agissent préférentiellement 
dans les régions fortement N-sulfatées (domaine NS) [227]. A la lumière de ces informations, il 
apparaît évident que la phase de modification lors de la biosynthèse des HS est une étape 
déterminante. Sa régulation dépend de l’expression différentielle des enzymes NDST et 
sulfotransférases qui sont, quant à elles, régulées par des mécanismes encore peu connus. Un 
contrôle hormonal au niveau cellulaire serait impliqué [234]. En effet, les hépatocytes de rats 
mis en culture produisent un type particulier de HS composé en majorité de résidus N-acétyl-
glucosamine et organisés en bloc. Curieusement, les polysaccharides HS produits dans la 
fraction microsomale de ces mêmes cellules sont majoritairement N-déacétylés. De plus, la 
biosynthèse des HS est spécifique d’un tissu à l’autre [227,235] et comprendre la régulation de 
ce processus est un défi majeur que certains chercheurs tentent d’approfondir [236–238]. 
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Figure 18 : Biosynthèse des héparanes sulfates (adapté de Hacker et al. [239]). 
Dans le compartiment cellulaire, les phases d’élongation et de modification ont lieu en 
parallèle. 
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Les Principaux Protéoglycanes à Héparane Sulfate : Glypicanes et 
Syndécanes  
Généralités 
On distingue deux principales familles d’HSPG membranaires : les syndécanes (SDC1-4) et les 
glypicanes (GPC1-6) qui diffèrent dans leur séquence d’acides aminés et mode d’interaction 
avec la membrane cellulaire. Alors que le corps protéique des SDC est transmembranaire, celui 
des GPC est lié à la membrane plasmique par une ancre glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) 
[240].   
Les glypicanes  
Les glypicanes (figure 19) sont des HSPG liés au feuillet externe de la membrane plasmique par 
une ancre GPI. La protéine centrale des GPC possède des résidus de cystéines très conservés 
d’un membre à l’autre formant des ponts disulfures intramoléculaires [241] et ainsi une tête 
globulaire. Les chaînes d’héparanes sulfates sont généralement associées à la protéine centrale 
sous la tête globulaire, proche de la membrane plasmique.  
 
Figure 19 : Représentation schématique des glypicanes. 
La séquence d’acide aminé des GPC arbore 25 % d’homologie entre chacun de ses membres et, 
in vivo, ils jouent un rôle important le développement embryonnaire, la morphogenèse et la 
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croissance en supervisant (en tant que corécepteurs) la mise en place de gradients de 
morphogènes (Wnt, Hedgehog, BMP : protéines morphogéniques osseuses) et facteurs de 
croissance (FGF : facteurs de croissance des fibroblastes) [242]. Comme les autres protéines à 
ancrage GPI, on les trouve généralement à la membrane cellulaire au niveau des micro-domaines 
(page 33). Néanmoins, les GPC peuvent être clivés par la convertase furine ou la lipase 
extracellulaire connue sous le nom de Notum, se retrouvant ainsi dans le milieu extracellulaire 
[243,244]. Plusieurs études ont démontré que ce clivage joue un rôle important dans de 
nombreuses maladies humaines comme le cancer et le transport des morphogènes [245–249]. 
Les domaines structuraux des GPC impliqués dans ces mécanismes n’ont pas encore été 
identifiés à ce jour et leur découverte profiterait à la compréhension des relations structures - 
fonctions cellulaires des glypicanes. 
Les syndécanes 
Le nom syndécane dérive du mot latin syndein qui signifie « attacher » et a été choisi en raison 
de leur implication dans la liaison aux protéines de la matrice extracellulaire. Globalement, le 
SDC1 est principalement exprimé par les cellules épithéliales et mésenchymateuses. Le SDC2 
est préférentiellement exprimé par les cellules du foie, neuronales et les fibroblastes. Le SDC3 
est présent au niveau des cellules musculaires en développement mais aussi et surtout dans les 
cellules épithéliales. Enfin, le SDC4 est exprimé de manière ubiquitaire. Les syndécanes (figure 
20) sont des récepteurs membranaires de type I [225]. On distingue donc trois domaines : 
cytoplasmique, transmembranaire et extracellulaire sur lequel on trouve une ou plusieurs 
chaînes d’héparanes sulfates. Notons que l’ectodomaine de SDC1 et SDC4 peut aussi être 
porteur d’un autre type de GAG : les chondroïtines sulfate dont le rôle est largement inexploré 
[250]. Le domaine extracellulaire des syndécanes est le plus variable, d’une part en terme de 
séquence d’acide aminé (aucune homologie [251]) et d’autre part parce qu’il est le siège de 
nombreuses modifications post-traductionnelles (page 41). De ce fait, l’ectodomaine des 
syndécanes peut interagir avec une grande variété de ligands tels que des facteurs de croissance, 
cytokines, composants de la matrice extracellulaire mais aussi des pathogènes. Le domaine 
transmembranaire des SDC est largement conservé (25 acides aminés hydrophobes) et 
principalement engagé dans l’homo-oligomérisation de la protéine centrale [252]. Le motif 
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conservé GXXXG (ou X peut être n’importe quel acide aminé) est impliqué dans ce processus 
d’oligomérisation essentiel à la signalisation des SDC. Une étude très récente a montré que le 
SDC-2 et SDC-4 étaient capables d’hétéro-oligomérisation réduisant leur activité respective 
[253]. Le domaine cytoplasmique est court et présente deux parties conservées d’un membre 
à l’autre (C1 et C2) séparés par une région dite « variable » (V). La région C1, adjacente à la 
membrane plasmique, est impliquée dans l’initiation de la dimérisation des SDC [254] et permet 
de lier de nombreuses molécules intracellulaires comme par exemple l’actine, la tubuline ou les 
protéines tyrosine-kinase de la famille Src [255]. Quant à elle, la région C2 présente un 
tétrapeptide conservé (EFYA) [256,257] capable de lier des protéines contenant un domaine 
PDZ. De manière générale, ces protéines agissent comme molécules d’échafaudage induisant le 
recrutement des protéines du cytosquelette à la membrane plasmique (par exemple la synténine 
[258], la synectine et la synbindine [259]). Les conditions structurales et biologiques induisant 
l’interaction des protéines à domaine PDZ avec la région C2 font actuellement l’objet d’intenses 
recherches [260].  
 
 
Figure 20 : Représentation schématique des syndécanes. 
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Fonctions des Protéoglycanes à Héparane Sulfate 
Généralités  
A l’origine découverts comme une impureté des préparations d’héparine [261], les HSPG ont 
longtemps été considérés comme des molécules accessoires. Cependant, on sait aujourd’hui que 
les HSPG sont impliqués dans de nombreux processus biologiques fondamentaux (figure 21) 
tels que l’adhésion cellulaire [262], la prolifération et croissance cellulaire [263,264], les stades 
du développement [265], la coagulation sanguine [266], l’angiogenèse [240,267], les infections 
virales [268,269], etc.  
 
Figure 21 : Diversité fonctionnelle des protéoglycanes à héparane sulfate. 
De manière générale, la plupart des observations suggèrent que les GPC agissent en tant que 
corécepteurs facilitant la formation de complexes récepteurs-ligands et diminuant efficacement 
les concentrations nécessaires de ligands (principalement des facteurs de croissance et des 
morphogènes, figure 22) [270]. Ils sont donc la cible de nombreuses thérapies anti-cancer et 
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largement étudiés dans ce contexte. Par contre, de par leur structure les SDC sont impliqués 
dans des processus biologiques plus variés. Par exemple, on dénombre plus de 100 ligands 
capables de lier le domaine extracellulaire de SDC1 [250]. Une liste non exhaustive de ces 
ligands se trouve en Annexe 4. Les deux paragraphes suivant traitent de l’implication des 
glypicanes dans différents types de cancers et quelques exemples choisis de mécanismes 
biologiques impliquant les syndécanes.  
Glypicanes et Cancer  
Parmi les six membres de la famille des glypicanes, le cas du GPC3 est de loin le plus documenté 
et le plus complexe [271]. Par exemple, son expression est régulée à la hausse dans les cas de 
carcinomes hépatocellulaires [272,273]. Dans le cadre du traitement de cette pathologie, un 
anticorps monoclonal anti GPC-3 (nommé GC33 = IgG2a, κ) a récemment été décrit [274,275] 
et testé en phase clinique [271]. Cependant, le développement d’anticorps anti GPC3 a 
longtemps été controversé car l’inhibition de GPC3 pourrait induire d’autres types de cancer. 
En effet, l’expression de GPC3 est inhibée dans les cellules du mésothéliome, du cancer des 
ovaires et du cancer du sein [276–278]. D’autre part, dans les cellules hépatiques cancéreuses 
HepG2, une perte de fonction de GPC-3 induirait leur prolifération [277]. Gui Su et ses 
collaborateurs montrent que le GPC1 est fortement exprimé dans les cellules de gliomes 
humains et agit comme un activateur de la prolifération cellulaire et de la signalisation de FGF-
2 [279]. De manière analogue, l’expression de GPC1 est régulée à la hausse dans les cellules 
mammaires cancéreuses. Ceci affecte le contrôle des facteurs de croissance FGF et EGF 
induisant un état cellulaire pathologique [280,281]. De manière intéressante, l’étude des cellules 
mammaires cancéreuses révèle que le GPC4 est légèrement surexprimé (en comparaison aux 
cellules mammaires saines) alors que les GPC2 et GPC5 ne sont pas détectables. Des 
expériences in vivo de perte de fonction du GPC-1 dans les cellules du cancer du pancréas ont 
réduit leur habileté à former des tumeurs [281]. La surexpression de GPC5 promeut la 
prolifération des cellules tumorales comme l’a démontré le groupe du Dr. Shipley dans les 
cellules de rhabdomyosarcome. Le mécanisme décrit implique des facteurs de croissance FGF, 
d’hépatocytes (HGF) et le proto-oncogène Wnt-1 [282]. 
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Le mécanisme d’action des GPC est encore mal connu et plusieurs évidences montrent que 
l’interaction des GPC avec les facteurs de croissance serait généralement non spécifique et 
principalement expliqué par une interaction électrostatique entre les acides aminés basiques des 
facteurs de croissance et les groupements sulfates et carboxyles (négatifs en solution) des 
chaînes HS. Cependant, des observations indiquent que la présence de résidus 6O-sulfates serait 
requise pour la liaison du FGF-2 [283]. Dans certains cas, la protéine centrale des GPC serait 
capable de lier directement les facteurs de croissance [284,285]. Le clivage de la forme 
membranaire des GPC permet la régulation du gradient des morphogènes (Wnt, Hhg et BMP 
principalement) et facteurs de croissance (FGF) agissant comme antagonistes [285] (figure 22). 
Ceci indique un mécanisme d’action indépendant de leur forme membranaire.  
 
Figure 22 : Mécanismes d’action des glypicanes. 
Les syndécanes  
Il existe peu d’homologie de séquence entre l’ectodomaine des quatre membres de la famille 
des SDC. On observe même des variations dans la séquence extra cytoplasmique d’un même 
SDC dépendamment de l’organisme d’origine. Ces observations ont permis de conclure à un 
mécanisme d’évolution rapide [251]. Ce faisant, le Dr. Couchman suggérait que la protéine 
centrale des syndécanes n’avait pas d’autre fonction que de porter des GAG. On sait aujourd’hui 
que cette vision est erronée. Dans le cas du SDC1 (figure 23), une séquence consensus de 29 
acides aminés en position médiane de l’ectodomaine interagit directement avec les intégrines 
β3 et β5 [286] impliquées dans le processus d’adhésion cellulaire. Toutefois, la majorité des 
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processus biologiques faisant intervenir les SDC requiert une intervention des chaînes 
d’héparanes sulfates [257,284] qui peuvent lier, immobiliser, concentrer et induire un 
changement conformationnel des facteurs de croissance et autres molécules de signalisation 
[260]. Les SDC sont impliqués dans les mécanismes de prolifération, différenciation, adhésion, 
migration et infection cellulaire. Ils agissent la plupart du temps comme corécepteurs facilitant 
les liaisons ligands - récepteurs [225,287,288]). Sur le même principe, ils peuvent séquestrer un 
ligand inhibant sa liaison au récepteur [289,290]. Ayant été observé au niveau des points focaux 
d’adhésion et protrusions cellulaires ou ils colocalisent avec l’actine [291,292], on leur attribue 
un rôle dans les mécanismes d’adhésion et migration cellulaire en facilitant le recrutement du 
cytosquelette d’actine. De plus, l’interaction du domaine PDZ de la synténine-1 (protéine 
impliquée dans l’organisation du cytosquelette) avec la région cytoplasmique C2 des 
syndécanes permet l’endocytose et la biosynthèse des exosomes [293,294]. Bien qu’on 
dénombre environ 250 motifs de liaison au domaine PDZ (PDZ-BM) dans le protéome humain 
[295], un seul PDZ-BM a été identifié chez les syndécanes (motif EFYA) [260]. Ceci signifierait 
que les quatre syndécanes ont la capacité d’interagir avec les mêmes protéines à motifs PDZ et 
donc réguleraient les mêmes voies de signalisation. Cette hypothèse est exacte dans le cas de la 
liaison avec la synténine-1 [296] mais la protéine CASK (une sérine kinase possédant une 
activité calcium/calmoduline dépendante exprimée dans les cellules neuronales où elle contrôle 
l’expression de gènes impliqués dans le développement cérébral) exhibe une affinité plus grande 
pour les SDC2 et SDC4 en comparaison des SDC1 et SDC3 [260]. Le mécanisme moléculaire 
expliquant cette différence d’affinité n’est pas encore connu. Un autre niveau de complexité 
intervient par le clivage du domaine extracellulaire des SDC qui est intensifié dans des 
conditions pathologiques. Ce faisant, les SDC ont la capacité d’agir comme des effecteurs ou 
des antagonistes solubles [297]. Pour finir, une étude a montré la localisation nucléaire du SDC1 
suggérant un rôle dans la régulation de la transcription [298,299].   
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Figure 23 : Représentation schématique du syndécane-1, structure, fonctions et ligands. 
Les Protéoglycanes à Héparane Sulfate et le Transfert de Gène 
L’Attachement des Nanoparticules à la Membrane Cellulaire  
L’implication des protéoglycanes membranaires dans le processus de transfert de gène a été 
validée pour la première fois par Mislick and Baldeschwieler en 1996 [300]. Les auteurs ont 
montré une diminution de l’attachement des polyplexes (PLL : ADNp) à la surface des cellules 
CHO-K1 préalablement exposées au chlorate de sodium inhibant la sulfatation. Ils ont 
également observé une réduction significative de l’attachement des polyplexes à la surface des 
cellules CHO-pgs745 déficientes en xylosyltransférase, une enzyme essentielle à la synthèse 
des protéoglycanes. L’implication des protéoglycanes à héparane sulfate en particulier a été 
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mise en évidence grâce à des traitements enzymatiques faisant intervenir l’héparinase (une 
enzyme clivant spécifiquement les HSPG). A la suite de leurs observations, ils émettent 
l’hypothèse que les protéoglycanes et notamment les HSPG seraient capables de lier de manière 
électrostatique, et donc non spécifique, les polyplexes arborant une charge globale positive. 
Dans le contexte de la transfection utilisant des polyplexes à base de PEI, cette hypothèse est 
aujourd’hui largement acceptée et soutenue par de nombreuses études plus récentes [301–305]. 
Les observations des Drs. Sprouse et Reineke indiquent que conjointement à une interaction 
électrostatique, la liaison des nanoparticules aux HS ferait intervenir des éléments structurels 
déterminants [306]. Parmi la série de glycopolymères étudiés, certains interagissent 
préférentiellement avec un type particulier de HS sans corrélation avec leur quantité théorique 
en sulfate. Bien que de nombreuses évidences montrent un rôle des HS dans l’attachement des 
polyplexes à la surface cellulaire, il est important de garder à l’esprit que la suppression des 
HSPG membranaires n’inhibe pas complètement l’attachement des polyplexes mais le réduit 
significativement avec pour conséquence une forte diminution de l’efficacité de transfection.  
L’Endocytose des Polyplexes  
Suite à leur attachement à la surface cellulaire, les polyplexes doivent être internalisés. L’entrée 
dans la cellule des polyplexes, considérée comme une étape limitante de leur efficacité, se fait 
en générale par endocytose. L’étude pionnière de Mislick et Baldeschwieler révèle que 
l’adhésion cellulaire des polyplexes n’est pas la seule étape du transfert de gène affectée par une 
déficience cellulaire en HSPG. En effet, alors que la transfection des cellules CHO-pgs745 est 
50 fois moins efficace par rapport à celle des cellules contrôles CHO-K1, l’attachement 
cellulaire des polyplexes est seulement réduit de 5 fois [300]. Ce résultat expérimental 
questionne l’implication des HSPG dans les étapes du transfert de gène subséquente à l’adhésion 
cellulaire des polyplexes. Depuis plusieurs études ont montré l’importance des HSPG dans le 
mécanisme d’internalisation des polyplexes [303,305,307,308]. Tout en concluant sur le rôle 
inhibiteur des protéoglycanes membranaires dans le mécanisme de transfection des cellules 
RAA SMC (smooth muscle cells from rabbit aortic media), Marika Ruponen et ses 
collaborateurs montrent que la liaison des polyplexes aux GAG n’implique pas nécessairement 
leur internalisation cellulaire [309,310]. De plus, une étude comparative de trois clones 
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cellulaires CHO a mis en évidence que l’internalisation efficace des polyplexes n’est pas 
dépendante de la quantité totale de protéoglycanes membranaires mais plutôt de la relative 
abondance d’un type particulier de HSPG [302]. A la lumière de ses résultats, il apparaît que les 
HSPG devraient être étudiés individuellement plutôt que collectivement. Le rôle de SDC-1 est 
largement investigué dans le contexte du transfert de gène. Sa surexpression augmente 
l’internalisation des nanoparticules dans les cellules Raji (dépourvues de HSPG) et par 
conséquent augmente le niveau d’activité moyen de la luciférase [307]. Une étude menée dans 
notre laboratoire et publiée en 2008 montre que les SDC-1 et -2 ont des rôles opposés vis-à-vis 
du transfert de gène dans les cellules HEK293 [308]. Alors que tous deux sont capables de lier 
les polyplexes, l’expression de SDC1 induit leur internalisation efficace contrairement à 
l’expression de SDC2 qui l’inhibe. De plus, suite à l’expression combinée des deux syndécanes, 
SDC2 a un effet négatif dominant empêchant l’internalisation des polyplexes. Autre fait 
intéressant, l’attachement des polyplexes au SDC1 et SDC2 provoque leur regroupement très 
rapide au niveau de la membrane cellulaire. Un modèle détaillé du regroupement de SDC1 a été 
proposé par le Dr. Kopatz et ses collaborateurs [305]. Suite à l’attachement des polyplexes de 
grande taille (200 - 500 nm) au SDC1, un gradient de charge se crée autour de la molécule et 
incite leur regroupement dans des régions de la membrane plasmique riche en cholestérol. Cette 
réorganisation active la protéine kinase C (PKC) et induit la liaison de l’actine au domaine 
cytoplasmique de SDC1 provoquant une tension membranaire responsable de l’entrée des 
particules dans la cellule [305]. Une étude plus récente a montré que l’ajout des polyplexes (et  
lipoplexes) mène également au regroupement de SDC1 et SDC2 dans les filopodes, induit 
ensuite la polymérisation de l’actine et, pour finir, active le transport rétrograde des complexes 
HSPG / polyplexes [303].  En l’absence de preuves de l’interaction spécifique des polyplexes 
avec les HS (à l'exception d’une interaction électrostatique), le regroupement des HSPG semble 
être le mécanisme le plus évident de l’internalisation des polyplexes dans la cellule.  
Si l’on s’intéresse au cas du SDC1 dans un autre contexte, quelques découvertes pourraient 
éclaircir les mécanismes d’endocytose sous-jacents au transfert de gène. En effet, le SDC1 
permet l’internalisation cellulaire de ses ligands et leur acheminement au compartiment 
lysosomal via le mécanisme endocytotique impliquant la formation de radeaux lipidiques 
[311,312]. La cinétique de ce processus implique un regroupement rapide (< 10 minutes) des 
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SDC1 dans des régions de la membrane plasmique riche en cholestérol. L’internalisation 
subséquente du ligand se fait dans une fenêtre de temps comprise entre 10 minutes et 1 heure, 
et nécessite une activité tyrosine kinase ainsi que la présence de microfilaments intacts d’actine 
[311,312]. De manière analogue, le Dr. Zong et ses collaborateurs [313] ont montré que 
l’endocytose d’un ligand par le SDC1 requiert l’association de son domaine cytoplasmique avec 
la tubuline. Jusqu’à récemment, le mécanisme d’endocytose via les radeaux lipidiques était 
partiellement caractérisé.  
 
 
Figure 24 : Les deux phases endocytotiques d’un complexe SDC1 / ligand multivalent adaptée 
de Chen et Williams [314]. 
 
En 2013, Chen et Williams [314] ont mis en évidence un processus en deux étapes conduisant 
à l’endocytose efficace d’un complexe SDC1 / ligand multivalent (figure 24). Ils ont identifié 
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un motif unique (MKKK) adjacent à la membrane plasmique (domaine C1) capable de lier 
spécifiquement la tubuline. Le regroupement des SDC1 en réponse à un ligand permet 
l’activation de la tyrosine kinase ERK qui initie la dissociation des tubulines (phase 1). La 
seconde phase implique l’activation de la protéine tyrosine kinase Src, la phosphorylation du 
domaine cytoplasmique de SDC1 et le recrutement de la protéine cortactine. Cette cascade 
d’évènement aboutit à une endocytose induite par les microfilaments d’actine. Le domaine 
cytoplasmique C1 étant largement conservé d’un SDC à l’autre, on peut imaginer que le 
mécanisme d’endocytose décrit par les Drs Chen et Williams [314] est généralisé à tous les 
membres de cette famille.  
La Dissociation des Polyplexes 
La dissociation possible des polyplexes induite par les HSPG peut complexifier l’interprétation 
des résultats de transfert de gène. Par un effet de répulsion de l’ADNp et ou compétitif pour 
l’interaction avec le PEI, les HSPG sont capables d’induire la dissociation prématurée des 
polyplexes limitant ainsi l’internalisation du matériel génétique [309]. Dans certains cas, 
l’élimination des HSPG augmente l’efficacité de transfection indiquant une meilleure 
maintenance de l’intégrité des polyplexes à la surface cellulaire [315]. De plus, cette dissociation 
semble être dépendante de la nature du polyplexe et celle des chaînes de GAG [178,316]. On 
pourrait donc penser que lorsqu’ils sont internalisés conjointement aux polyplexes, les HSPG 
seraient capables de faciliter leur dissociation intracellulaire. D’autre part, tous les membres de 
cette famille n’auraient pas la même prédisposition à faciliter la dissociation des polyplexes.    
Conclusion de la revue de littérature  
La compréhension des étapes du transfert de gène qui conduisent à une expression efficace du 
transgène dans une cellule hôte est essentielle, tant pour augmenter ses performances que 
diminuer sa cytotoxicité in vivo et in vitro. Dans le contexte de la production de r-protéines à 
grande échelle, l’accroissement des connaissances sur les principes gouvernant le processus du 
transfert de gène, et le développement de méthodes et outils performants ont permis d’augmenter 
significativement les rendements de production. En effet, il fut un temps où un rendement final 
de quelques dizaines de milligrammes de r-protéines par litre de culture cellulaire était considéré 
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comme acceptable. Aujourd’hui, des rendements de plusieurs centaines de milligrammes voire 
plusieurs grammes de r-protéines par litre sont couramment obtenus. Néanmoins, la demande 
en r-protéines thérapeutiques ne cesse de croître stimulant dans un même temps la recherche 
concernant les mécanismes sous-jacents du transfert de gène. La cellule vivante étant un système 
complexe, plusieurs étapes du transfert de gène sont définies comme limitantes car encore mal 
caractérisées. Les protéoglycanes à héparane sulfate ont été proposés comme jouant un rôle clé 
dans l’attachement des complexes ADNp / polymères cationiques, mais leur contribution vis-à-
vis des étapes subséquentes du transfert de gène reste imprécise. Pour ajouter un degré de 
complexité, les protéoglycanes à héparane sulfate se divisent en deux grandes familles 
composée chacune de différents membres qui d’un point de vue structurel et fonctionnel pourrait 
influencer le processus du transfert de gène de manière individuelle. Les observations présentées 
dans les chapitres suivants permettront d’éclaircir l’implication individuelle des protéoglycanes 
à héparane sulfate dans le transfert de gène et de participer à l’accroissement des connaissances 
dans le domaine.   
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Chapitre 2 : Comprendre le Transfert de Gène par le 
Polyéthylènimine dans les Cellules de Mammifères CHO et 
HEK293 
Dans ce chapitre nous avons comparé le potentiel de trois polyéthylènimines linéaires (nommés 
LPEI, PEI « Max » et PEIproTM) vis-à-vis du transfert de gène dans les cellules CHO et HEK 
293. A travers cette approche, notre but était de mieux comprendre la relation structure / activité 
du vecteur synthétique polyéthylènimine et le processus de transfert de gène dans les cellules 
CHO et HEK293 (figure 25).  
 
Figure 25 : Résumé graphique de l’article « Comparative study of polyethylenimines for 
transient gene expression in mammalian HEK293 and CHO cells ». 
 
Brièvement, la taille et la polydispersité de chaque polymère ont été déterminées par 
chromatographie d’exclusion par la taille (SEC). Leur degré d’acylation respectif (présence de 
groupements N-propionyl limitant le nombre d’amines protonables) a été analysé par résonance 
magnétique nucléaire (RMN). Nous avons ensuite investigué, par des expériences de retard sur 
gel d’agarose, l’impact de ces caractéristiques structurelles sur l’affinité des polymères pour 
l’ADN plasmidique et leur capacité à le condenser. Après avoir optimisées les conditions de 
transfection, c’est-à-dire défini le ratio PEI : ADN donnant le meilleur rendement de production 
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de la protéine SEAP, nous avons analysé les caractéristiques physicochimiques des polyplexes 
résultants. En effet, le rayon hydrodynamique des nanoparticules a été mesuré par la méthode 
de diffusion dynamique de la lumière (DLS) et leur charge (ou potentiel Zeta) évalué grâce à 
leur mobilité électrophorétique en solution. Les cinétiques d’attachement et d’internalisation des 
polyplexes ainsi que les cinétiques d’expression du transgène (BFP) ont été réalisées par 
cytométrie en flux, ceci dans le but d’observer dans quelle mesure les caractéristiques chimiques 
des polymères influencent l’enchaînement dans le temps des étapes du transfert de gène. 
Finalement, nous avons comparé l’efficacité de chaque polymère en déterminant le rendement 
de production de trois anticorps monoclonaux dans les cellules CHO et HEK293.  
Comparative Study of Polyethylenimines for Transient Gene 
Expression in Mammalian HEK293 and CHO Cells 
Abstract 
Three commercially available linear polyethylenimines (25kDa LPEI, 40kDa PEI“Max” and 
PEIproTM) were compared regarding their potency to transfect serum-free growing and 
suspension-adapted HEK293 and CHO cells. We determined the optimal DNA:PEI ratios for 
maximal expression of the reporter gene SEAP while monitoring cytotoxicity following 
transfection. PEIs acylation was determined by 1H-NMR and their apparent size and 
polydispersity assessed by size-exclusion chromatography. The propensity of PEIs to condense 
plasmid DNA was evaluated by agarose-gel electrophoresis. The zeta potentials and particle 
sizes at optimal DNA:PEI ratio were analyzed. Polyplex attachment to the cells and 
internalization kinetics were monitored. The quantity of PEIproTM needed to efficiently transfect 
the cells was significantly lower than with LPEI and PEI“Max” and, interestingly, the maximal 
amount of internalized PEIproTM-based polyplexes was approximately half of that observed with 
its counterparts. PEIproTM was the largest and least polydisperse polymer, but also the most 
cytotoxic. The optimal transfection conditions were subsequently used to express three 
monoclonal antibodies at larger-scale. The use of the deacylated PEI“Max” and PEIproTM 
resulted in a significant increase of recombinant protein expression compared to LPEI. These 
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findings demonstrate the importance of properly choosing the most suitable polymers to obtain 
optimal recombinant protein transient expression.  
Keywords: acylation, polyplex, attachment, internalization, transfection, recombinant protein. 
Introduction  
Large-scale transient gene expression (TGE) in mammalian cells is widely used for the fast 
production of recombinant proteins (r-proteins) that require proper folding, assembly and post-
translational modifications for their biological activities. TGE can generate milligram to gram 
quantities of r-proteins within a few days [16,317,318] and thus supersedes the long, tedious 
and costly process associated with the establishment of high-producing stable cell lines. CHO 
(Chinese hamster ovary) and HEK293 (human embryonic kidney 293) cell lines have been 
successfully used as transient expression systems. While transfection of serum-free adapted and 
suspension-growing mammalian cells can be performed by a variety of transfection reagents 
[319], polyethylenimine (PEI), a cationic polymer, is probably the most widely used, 
characterized and cost-effective reagent for large-scale applications [16,317].  
Linear PEI (LPEI) with an average molecular weight of 25 kDa is routinely used for TGE 
because it exhibits high transfection efficiencies and low cytotoxicity [149,320,321]. LPEI 
contains residual N-propionyl groups that reduce the number of protonatable nitrogen residues 
and as such may limit nucleic acid condensation and endosomal escape [133]. Indeed, nearly 
fully deacylated LPEIs have been developed and shown to be superior for mammalian cell 
transfection [119,120]. Commercially available deacylated PEIs are known as PEI“Max” 
(Polysciences) and PEIpro™ (Polyplus Transfection). The impact of LPEI acylation levels on 
transfection efficacy has however shown contradictory results [137–139].  
Improvement of large-scale mammalian cell transfection systems can be achieved through fine-
tuning multiple parameters such as the expression vector, transfection reagent, cell line, culture 
medium and feed addition post-transfection. The proper selection of the transfection reagent 
thus represents an easy parameter to optimize and may have significant impact on TGE process. 
With this aim in mind and to further understand the impact of structure-function relationship of 
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PEI on TGE bioprocesses, we characterized and compared the potency of three commercially 
available PEIs, namely the 25kDa LPEI, 40kDa PEI“Max” and PEIpro™ for their abilities to 
transfect HEK293 and CHO cells growing in suspension culture in the same serum-free 
medium. 1H-NMR analysis of the three PEIs revealed that the degree of acylation is very low 
(≤ 3%) in all three polymers, with PEI“Max” being the most deacylated one. Determination of 
the apparent molecular weight and polydispersity by size-exclusion chromatography showed 
that LPEI and PEI “Max” are very polydisperse while PEIpro™ is significantly larger and 
monodisperse. All polymers showed similar capacity to condense plasmid DNA as shown by 
agarose-gel electrophoresis. Under optimal DNA:PEI ratio for achieving maximal r-protein 
expression, the polyplexes average size and zeta potential at physiological pH were relatively 
similar. Correlation between the r-protein yield and the polyplexes uptake and endocytosis 
kinetics as well as cytotoxicity post-transfection was also investigated. The optimal transfection 
conditions determined at small-scale were then applied to express three monoclonal antibodies 
(mAbs) in HEK293 and CHO cells at the 500 mL-scale in shaker flask cultures. The results 
confirmed that PEI“Max” and PEIpro™ were the most efficient polymers for achieving highest 
productivities in the two cell lines.  
Materials and Methods 
Materials 
The 25 kDa LPEI and 40 kDa PEI“Max” were obtained from Polysciences (Warrington, 
Pennsylvania, USA). PEIpro™ was from Polyplus-transfection (Illkirch, France). YOYO-1® 
iodide (1 mM solution in DMSO), trypan blue solution 0.4% (w/v), serum-free Freestyle™17 
(F17) expression medium and propidium iodide (PI) were purchased from Life Technologies 
Inc. (Burlington, Ontario, CA). The pTT expression vectors [322] encoding for the blue 
fluorescent protein (BFP), secreted alkaline phosphatase (SEAP), Trastuzumab , Palivizumab , 
or chimeric B72-3 [323] (hɣ4) light (LC) and heavy (HC) chains were used to optimize and 
monitor the transfection process (list in table 1). Plasmids were amplified in E.coli (DH5α) and 
purified using an in-house endotoxin-free process (unpublished). L-glutamine and Pluronic® F-
68 were obtained from Sigma-Aldrich® (Oakville, Ontario, CA) 
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Cell Culture  
The 293-6E and CHO-3E7 cell lines stably expressing truncated Epstein-Barr virus Nuclear 
Antigen-1 were maintained as a suspension culture in F17 medium supplemented with 4 mM 
L-glutamine and 0.1% pluronic® F-68. CHO-3E7 cells were routinely diluted every two to three 
days at 0.3 x 106 cells/mL (0.07 x 106 cells/mL for weekends) in 50 mL total volume in a 250 
mL plastic Erlenmeyer flask (Corning®). 293-6E cells were also diluted every two to three days 
at 0.5 x 106 cells/mL (0.25 x 106 cells/mL for weekends). Cell cultures were operated on an 
orbital shaking platform at an agitation rate of 120 rpm at 37°C in a humidified 5% CO2 
atmosphere. Cell density and cell viability were determined by direct counting of cell samples 
with a Cedex automated cell counting system (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada) using 
the trypan blue exclusion method.  
Tableau 1 : Vectors used in this study.  
Expression of the genes of interest are under the control of the constitutive promoter CMV5 
[324]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Transfection 
Transfections were performed at a cell density of 2.0 x 106 cells/mL with viability greater than 
98%. The cell suspension was distributed in 6-well plates (1.8 mL/well). Prior to transfection 
Vector name Description 
pTT-BFP blue fluorescent protein 
pTToc3-SEAP secreted alkaline phophatase 
pTT5-B723LC B72-3 light chain 
pTT5-B723HC B72-3 heavy chain 
pTT5-SNGSLC Synagis light chain 
pTT5-SNGSLH Synagis heavy chain 
pTT5-TZMLC Trastuzumab light chain 
pTT5-TZMHC Trastuzumab heavy chain 
 62 
and when mentioned, the pTT-BFP reporter plasmid was labeled by mixing 2 μL of 1 mM 
YOYO-1 with 50 μg of DNA followed by an incubation for 2 hours in the dark at room 
temperature. All DNA:PEI polyplexes were prepared in 5% of the initial culture volume with a 
total of 1 μg DNA/mL of culture to be transfected. An equal volume of diluted PEI was added 
to the DNA. The mixture was inverting and incubated for 10 minutes at room temperature before 
its addition to cell culture.   
Secreted Alkaline Phosphatase Activity Measurement 
Determination of SEAP activity was performed as previously described [325]. Briefly, SEAP 
was assessed at 6 days post-transfection (dpt). SEAP-transfected cells were centrifuged and the 
supernatant was diluted in water (1/1000). Fifty microliters of diluted supernatant were 
transferred to a 96-well plate and mixed with an equal volume of SEAP assay solution 
containing 20 mM paranitrophenyl phosphate (pNPP), 1 mM MgCl2, and 1 M diethanolamine. 
Absorbance was read at 405 nm at 1-minute intervals for 5 minutes. 
Antibodies Production  
Cells grown in 2L-shaker flasks to a density of 2.0 x 106 cells/mL were co-transfected with the 
Trastuzumab, Palivizumab or B72-3 LC and HC plasmids at a LC:HC ratios of 1:1, 1:1 or 3:2 
(w:w), respectively. A 54-mL suspension of polyplexes was incubated for 10 minutes before 
being added to the cultures. Twenty-four hours later, the cultures were fed with Tryptone N1 at 
0.5% w/v final for 293-6E cells or 1% w/v final for CHO-3E7. One mL culture samples were 
collected daily for 8 dpt. Antibody titers were determined by protein-A HPLC using a 800 μL 
POROS® 20 micron Protein-A ID Cartridge (Applied BioSystems, Foster City, CA, USA) 
according to the manufacturer’s instructions. The protein-A HPLC method showed less than 5% 
inter-assay variation and was validated using a calibrated USP standard (Synagis®). 
Quantification of N-propionyl Residues 
We quantified the amount of N-propionyl residues in each polymer backbone as their abundance 
influences the number of protonatable amines and thus, may have significant impact on 
polyplexes formation and transgene expression. Prior to analysis, PEI“Max” and LPEI were 
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diluted in a mixture of 90% phosphate-buffered saline and 10% D2O at a concentration of 4.5 
mg/mL. For PEIproTM, a 1 mg/mL stock solution was concentrated 5 times using Amicon Ultra-
15 (3K) centrifugal filter cartridge (Millipore) and diluted in D2O at a concentration of 4.5 
mg/mL. NMR experiments were performed at 298K on a Bruker Avance 800 NMR 
spectrometer equipped with a 5mm z-gradient PATXI probe. One-dimensional (1D) 1H-NMR 
spectra were acquired with 512 scans, 4 dummy scans and a spectral width of 20.0332 ppm 
using 32k data points. Water suppression was achieved using excitation sculpting with gradients 
[326]. The multiplicity edited two-dimensional (2D) 1H-13C HSQC (Heteronuclear Single 
Quantum Coherence) experiment [327] was collected as a 512 x 64 complex data matrix with 
spectral widths of 10.0166 ppm in the 1H dimension and 80 ppm in the 13C dimension, and 128 
scans for each increment. All NMR spectra were processed with the Bruker TopSpin™ 3.0 
software. Prior to Fourier Transformation, the 1D 1H time domain data were zero-filled to 64k 
data points and an exponential line broadening factor of 1 Hz was applied. The 2D time domain 
data at the 13C dimension was extended by linear prediction followed by zero filling obtaining 
the data size of 2048 x 512 along the 1H and 13C dimensions, respectively. A π/2 shifted cosine 
window functions were applied in both 1H and 13C dimensions. 
Flow Cytometry Analysis 
Polyplexes attachment to the cell surface, internalization and transgene expression kinetics were 
performed at 10 minutes, 1, 2, 3.5, 4.5, 7, 24, 30 and 48 hours post-transfection (hpt). Two 
hundred microliters aliquots of transfected cell culture were taken from the 6-well plates and 
filtered through a 310 μm mesh Nitex tissue (Sefar Group). Fluorescence signals of YOYO-1 
labelled DNA were recorded on a BD LSR II flow cytometer (BD Biosciences). Then, a 0.4% 
(w/v) trypan blue solution was added to a final concentration of 0.2% to quench cell surface-
associated fluorescence, thus allowing for DNA internalization quantification. Data obtained 
were mean fluorescence units of 10,000 single viable cells. To assess integrity of the cell 
membrane, 2 μL of a 1 mg/mL propidium iodide (PI) solution in water were added to each tube 
containing 200 μL of transfected cell culture. Cells were vigorously mixed before analysis. 
Viable cell density was determined by flow cytometry using a dot plot of forward light scatter 
versus 90° side scatter.  
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Results 
Optimization of DNA:PEI Ratios for HEK293 and CHO Cells Transfection 
We first established the DNA:PEI ratio leading to maximal gene expression in 293-6E and 
CHO-3E7 cells for LPEI, PEI“Max” (referred as PEImax hereafter) and PEIproTM. Culture 
media are known to significantly impact transfection efficiencies due to the presence of various 
components such as anti-aggregation polymers and chelating agents [328,329]. To avoid 
discrepancies in data interpretation resulting from the use of different culture media, both 293-
6E and CHO-3E7 cells were adapted to the same protein-free, chemically-defined F17 medium 
and transiently transfected with a pTT plasmid encoding SEAP. The optimal DNA concentration 
of 1 μg per mL of cell culture and the incubation time (10 min) that allowed for proper complex 
formation were previously determined in our group (data not shown).  
Tableau 2 : Optimal DNA:PEI ratios leading to the most efficient SEAP expression. 
Ratios are given in w:w (weight) and equivalent amine (N in PEI) to phosphate (P in DNA) 
ratios. 
 
 293-6E CHO-3E7 
 w:w N:P w:w N:P 
LPEI 1:3 23:1 1:8 61:1 
PEI“Max” 1:3 13:1 1:5 21:1 
PEIpro
TM 1:1 4:1 1:2,5 11:1 
 
Fig. 26A displays the productivities obtained following transfection of 293-6E cells. We can 
observe an overall bell-shaped profile of the SEAP expression level as a function of the 
DNA:PEI ratio employed. As a decline in SEAP expression concomitant with a drastic decrease 
in viability were observed, a maximal concentration of 3 µg and 4 µg PEIproTM per µg DNA 
was used to transfect HEK293 and CHO cells. The optimal ratio was found to be 1:3 (w:w) for 
LPEI and PEImax, and between 1:1 to 1:1.5 for PEIpro™. Similarly, the optimal DNA:PEI 
ratios were determined for CHO-3E7 cells (Fig. 26B). At 6 dpt, the highest level of SEAP 
obtained with PEIpro™ was achieved at a DNA:PEI ratio of 1:3 while it was obtained with 
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ratios of 1:5 and 1:8 for PEImax and LPEI, respectively. These optimal ratios to transfect 293-
6E and CHO-3E7 cells are summarized in Table 2. 
Cytotoxicity of PEIs-based Polyplexes  
As previously reported [129,330],  increasing the quantity of PEI beyond a certain level results 
in decreased productivity due to increased cytotoxicity. The overall system performance is thus 
the result of an ideal balance between transfection efficacy and cytotoxicity. Therefore, we 
investigated the cytotoxicity of each PEI-based polyplexes at 48 hpt using the PI fluorescent dye 
exclusion assay. The mean intensity of PI-positive cells after transfection (dashed lines) was 
determined by flow cytometry and represented in Fig. 26C (293-6E) and 26D (CHO-3E7). We 
observed an increase in PI incorporation with increasing DNA:PEI ratios for both cell lines. 
These data suggest a significant change in plasma membrane integrity and perhaps membrane 
function once the cells come into contact with polyplexes and/or free PEIs. Losses in cell 
membrane integrity were correlated with a decreased 293-6E and CHO-3E7 cell viability (solid 
lines) as shown in Fig. 26 (panels C and D, respectively). Cell culture viability was assessed by 
the light scattered by the cells during flow cytometry analysis. Viability decreased with 
increasing quantity of PEIs. We found that PEIpro™-based polyplexes were the most toxic for 
both cell lines, reducing the viability of 293-6E and CHO-3E7 cells by 42 % and 18%, 
respectively, at a concentration of 3 μg/mL. It was correlated with the fastest increase in PI 
intensity compared to that of LPEI- and PEImax-based polyplexes. However, at the optimum 
DNA:PEI ratios for maximal SEAP productivity, cell cytotoxicity remained low and were 
comparable for all polymers (viable cell density 93% ± 0.1 for LPEI, 91% ± 0.3 for PEImax and 
92% ± 0.9 for PEIpro™). 
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Figure 26 : PEIs-mediated transfection of HEK293 and CHO cells, propidium iodide labeling 
and viability determination. 
Increasing concentrations of polymers were used to form polyplexes using 1 µg of plasmid DNA. 
The SEAP activity present in the culture medium from HEK293 (A) and CHO (B) cells was 
determined at day 6 post-transfection and reported as percentage of SEAP expression relative 
to their corresponding maximal expression for each polymer. Propidium iodide labeling was 
used to measure the membrane integrity of HEK293 (C) and CHO (D) cells 48 hpt. Viability (as 
determined by flow cytometry analyses) of transfected HEK293 (C) and CHO (D) cells was 
determined at 48 hpt. Results were normalized to controls without transfection and are 
representative of three independent experiments conducted in triplicate. 
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Acylation Level of Polyethylenimines 
The multiplicity edited 1H-13C HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) experiment 
was performed to assign the CH, CH2 and CH3 groups in the PEIs backbone. We determined 
the abundance of methyl (–CH3) groups in the three PEI solutions as a measure of acylation 
levels. As PEImax and PEIpro™ are claimed to be extensively deacylated compared to LPEI 
(according to both manufacturers), a significant reduction in the methyl group signal is expected. 
The 1D 1H-NMR spectrum of each PEI is shown in Fig. 27. The signals centered at 3.20, 2.95 
and 3.00 ppm (peak a) could be assigned as the methylene (-CH2-) protons adjacent to amide 
groups in the ethylenimine unit. The triplet peaks (d) centered at 1 ppm originated from the 
methyl protons of N-propionyl ethylenimine unit. The successful removal of N-propionyl chains 
in the PEImax and PEIpro™ was confirmed by the loss of the peaks b and d that are well visible 
in the LPEI spectrum. From the 1D 1H-NMR spectra, the CH3:CH2 ratios were determined by 
calculating the relative area of methylene proton peaks in the ethylenimine backbone to the 
methyl signal of the N-propionyl ethylenimine units. As expected, the data suggest that LPEI 
exhibits more N-propionyl groups with a CH3:CH2 ratio of 2.01:100, while it is reduced to 
0.16:100 and 0.35:100 for PEImax and PEIpro™ respectively. Thus, PEImax and PEIpro™ bear 
respectively 12- and 6-times less propionyl groups compared to LPEI.  
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Figure 27 : 1D 1H-NMR spectra of partially acylated LPEI and fully deacylated PEI“Max” 
and PEIproTM. 
Attachment and Endocytosis Kinetics of Polyplexes 
We evaluated the attachment and internalization kinetics of polyplexes by flow cytometry in 
293-6E (Fig. 28, panels A-C) and CHO-3E7 (Fig 28, panels D-F) cells to examine whether 
binding and/or uptake of polyplexes differ between PEI types and cell lines. In this experiment, 
the optimal DNA:PEI ratio determined previously was used (Table 2). Polyplexes were prepared 
with PEIs and YOYO-1 labeled pTT-BFP vector. Although YOYO-1 intercalates into DNA 
before polyplexes were formed, it has been shown that YOYO-1 labeling does not affect DNA 
packaging [331] nor the transgene expression (our observation, data not shown). A first measure 
of fluorescence issued from cell surface-bound and internalized YOYO-1 labeled DNA was 
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achieved by flow cytometry. This measure was referred to as polyplexes "attachment". A second 
measure was performed following quenching extracellular fluorescence with the membrane-
impermeant dye trypan blue [332]. This measures internalized polyplexes and is referred to as 
polyplexes “endocytosis”.  
With 293-6E cells, a very fast attachment of LPEI-, PEImax- and PEIpro™-based polyplexes 
was detected at 10 mpt with more than 99% of HEK293 cells being YOYO-1-positive (empty 
circles of Fig 28. panels A, B and C respectively). However, flow cytometry analysis in the 
presence of trypan blue showed that internalization kinetic was polymer-dependent, with 
polyplexes made with PEIpro™ being the most rapidly internalized by 293-6E cells, followed 
by those made with PEImax and finally LPEI, with 91.8%, 78.9% and 46.8% of cells showing 
internalized polyplexes at 10 mpt (closed circles of panels A, B and C respectively). Even 
though all 293-6E cells had internalized polyplexes after 1 hpt (closed circles), the overall 
capture/internalization of fluorescent polyplexes per cell still increased rapidly until 7 hpt 
(empty and black squares of panels A, B and C). Contrary to PEImax and PEIpro™ polyplexes, 
LPEI-based polyplexes were still taken up by 293-6E cells after 7 hpt until 30 hpt (black squares 
of Fig. 28A). Interestingly, the mean fluorescence intensity analysis showed that the amount of 
PEIpro™-based polyplexes bound and internalized by 293-6E cells was half that of LPEI and 
PEImax.  
For CHO-3E7 cells, a rapid and efficient binding of polyplexes was also measured at 10 mpt, 
with more than 99% of cells being YOYO-positive when using LPEI, PEImax and PEIpro™ 
(empty circles of Fig. 28 panels D, E, F respectively). Flow cytometry analysis in the presence 
of trypan blue showed that internalization kinetic was also polymer-dependent, but this time 
PEImax was the most rapidly internalized followed by LPEI and finally PEIpro™, with 
respectively 71.9%, 54.3% and 43.5% of cells showing internalized polyplexes at 10 mpt (closed 
circles of panels E, D and F, respectively). As observed with 293-6E cells, all CHO-3E7 cells 
had internalized polyplexes at 1 hpt (closed circles) and the maximal amount of internalized 
PEIpro™-based polyplexes was approximately half of that observed with LPEI and PEImax 
polyplexes. The time needed to reach the maximal amount of attached (empty squares) and 
endocytosed (black squares) polyplexes by CHO-3E7 cells was longer compared to 293-6E 
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cells. Maximum mean fluorescence intensities were reached at 24 hpt for PEImax- and 
PEIpro™-based polyplexes (panels E and F) whereas it still slightly increased after 24 hpt for 
LPEI-based polyplexes.   
Blue Fluorescent Protein Expression   
Polyplex binding and internalization is merely the first step for an efficient TGE. Once 
internalized, the DNA has to reach the nucleus in order to be efficiently transcribed. Blue 
fluorescent protein (BFP) expression was monitored to verify and compare the efficacy of the 
three PEIs for TGE. The time needed for detectable BFP gene expression (closed bars), despite 
the small percentage of positive cells (hatched bars), was comparable for all PEIs tested, being 
of 7 hpt for 293-6E and 4.5 hpt for CHO-3E7 cells (Fig. 28). The transfection efficiencies given 
by the percentage of BFP-positive cells were still increasing at 48 hpt for 293-6E cells while it 
peaked at 30 hpt for CHO-3E7 cells. Our transfection protocol leads to an efficient BFP 
expression in both cell types using the three different PEIs. In fact, 68 to 84% of 293-6E and 58 
to 80% of CHO-3E7 cells expressed the transgene.  
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Figure 28 : Uptake kinetics of PEI-based polyplexes and blue fluorescent protein expression. 
HEK293 (A-C) and CHO (D-F) were transfected with LPEI (A,D), PEI“Max” (B,E) and 
PEIproTM (C,F). Polyplexes were formed with optimal DNA:PEI weight ratios (Table 2). Prior 
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to complexation, DNA were labeled with YOYO-1. The DNA/YOYO-1 mean fluorescence 
intensity associated with the cells (empty squares), the percentage of cells with bound polyplexes 
(empty circles), the mean fluorescence intensity of internalized polyplexes (filled squares) and 
percentage of cells with internalized polyplexes (filled circles) were quantified by flow 
cytometry. BFP was used as reporter protein to determine transfection efficiencies. The BFP 
mean fluorescence intensity (dashed bars) and percentage of BFP-positive cells (black bars) 
were also measured by flow cytometry at indicated times post-transfection. Data are an average 
of three independent experiments. 
Antibody Productions 
Finally, we compared the effectiveness of the three PEIs for the expression of three different 
mAbs. Expression of Trastuzumab (Fig. 29A and B), Palivizumab (Fig. 29C and D) and the 
chimeric B72-3 (Fig. 29E and F) mAbs was performed by co-transfection of plasmid DNA 
encoding the light (LC) and heavy (HC) chains. The optimal DNA:PEI ratios determined 
previously (Table 2) were used to transfect 500 mL cell cultures in 2 L-shaker flasks. Samples 
were collected daily and antibody titers were measured by protein-A HPLC. Productions were 
harvested 8 dpt when the viabilities were 40-70% (data not shown). The measured antibody 
titers were greater in both cell lines when using PEImax and PEIpro™ compared to LPEI. For 
HEK293 cells (panels A, C, E), transfections using PEImax-based polyplexes lead to highest 
expression for all antibodies eventhough PEIpro™ resulted in yields only slightly lower for the 
Trastuzumab antibody . For CHO cells (panels B, D, F), the use of PEImax and PEIpro™-based 
polyplexes consistently resulted in highest antibody titers. The maximum Trastuzumab, 
Palivizumab and chimeric B72-3 antibody titers obtained when using PEImax were respectively 
346, 791 and 653 mg/L for 293-6E cells and 71, 79 and 140 mg/L for CHO-3E7 cells. Growth 
curves and percentage of viabilities related to each antibody production are presented in 
supplemental data (Fig. 30).  
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Figure 29 : Antibody expression following transfection with PEIs. 
Five hundred milliliters of HEK293 (A, C, E) and CHO (B, D, F) cell cultures were transfected 
with LPEI (empty squares), PEI“Max” (filled circles) and PEIproTM (empty circles) using 
optimal DNA:PEI weight ratios for each polymer (Table 2). The cultures were sampled daily 
up to 8 days post-transfection. Titers of the monoclonal antibodies Trastuzumab (A, B), 
Palivizumab (C, D) and B72-3 (E, F) were determined by protein-A HPLC. 
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Discussion  
The increasing need for the fast production of quantities of recombinant proteins (r-proteins) 
has led to the development of large-scale TGE in animal cells cultivated in serum-free 
suspension cultures. Although PEIs are efficient synthetic gene delivery vehicles, their efficacy 
(expression level obtained per gene copy delivered) is much lower than that of viral vectors 
[83,333]. Chemical modifications of PEIs have been performed to enhance one or more events 
involved during polyplex-mediated gene delivery, such as binding to the cell surface, entry into 
the cells via endocytosis, escape from the endosomal compartment, translocation to the nucleus 
and polyplex unpacking [130,133]. In the present study, we compared three commercially 
available linear PEIs, LPEI, PEImax and PEIpro™, for their ability to transfect HEK293 and 
CHO cell lines. We first optimized the DNA:PEI ratios for each cell line in order to find the one 
supporting the highest volumetric productivity using the reporter protein SEAP. For each cell 
line and PEI used, this condition represents the “sweet spot” defined by the compromise between 
transfection efficiency and cell viability. As previously described, the quantity of internalized 
DNA and the level of transgene mRNA production can be increased beyond the maximal 
volumetric productivity condition by increasing the amount of polyplexes on a per cell basis, 
but this does not result in improved transgene expression, due to reduced cell growth and/or 
viabilities associated with PEI cytotoxicity [129]. Our 1H-NMR analysis indicated that LPEI 
polymer is 97.9% deacylated (i.e. 2.1% of proprionyl group), consistent with previous data 
[198], while PEImax and PEIpro™ polymers are 99.8% and 99.6% deacylated, respectively. 
Increasing the number of protonatable amine residues may improve endosomal escape of 
polyplexes via the “proton sponge effect” and consequently, increase the transfection efficacy 
[117,119,334]. We could also observe from the major NMR methylene chemical shifts 
distribution that the PEIpro™ polymer is more uniform than LPEI and PEImax polymers. This 
observation is confirmed by SEC analysis (see Fig. 31 in data in brief [335]) whereby the elution 
profile of PEIpro™ was more homogeneous than that of LPEI and PEImax, indicating that the 
latter are significantly more polydisperse. The peak b observed on LPEI 1D 1H-NMR spectrum 
corresponds to the methylene protons in the ethylenimine unit that are adjacent to N-propionyl 
groups. As expected, the vanishing of this peak in PEImax and PEIpro™ 1H-NMR profiles was 
correlated with the elimination of N-propionyl chains. Even though our results confirmed that 
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PEImax and PEIpro™ are more deacylated than LPEI, the additional number of protonatable 
amines seems minor. According to our NMR experiment and assuming a molecular weight of 
25 kDa, there is 19.25 and 21.46 additional protonatable amines per mole of PEIproTM and 
PEImax respectively. We wanted to know if this difference, as small as it is, could significantly 
affect physico-chemical characteristics of our polyplexes and thus r-protein production yields. 
Not surprisingly, the gel retardation assay experiment (see Fig. 32 in data in brief [335]) showed 
that deacylated PEIpro™ and PEImax did not significantly increase their DNA condensation 
ability. Interestingly, when polyplexes were formed at optimal DNA:PEI ratios, size distribution 
and zeta potential measurements (supplemental data Table 3) showed that all three PEIs could 
condense DNA into particles of small sizes (Z-average between 66 and 96 nm) compatible with 
efficient endocytosis [336] and comparable zeta potentials (22-32 mV). However, when 
optimizing the DNA:PEI ratios to adequately transfect HEK293 and CHO cells, we found that 
the fraction of unbound, or free PEI, is specific to each polymer and cell line. For instance, we 
observed that 0.6, 2.5 and 2.5 μg excess of PEIpro™, PEImax and LPEI respectively are needed 
per μg of DNA to optimally transfect HEK293 cells whereas this amount is increased to 2.1, 4.5 
and 7.5 μg respectively for CHO cells. No correlation between the degree of deacylation and 
the optimal quantity of PEI was observed. Perhaps polydispersity and average size of a polymer 
are more important physico-chemical characteristics for the formation of TGE-competent 
nanoparticles. Indeed, efficient transfection required less free PEIpro™ which exhibits a higher 
molecular weight and lower polydispersity in comparison with LPEI and PEImax. On the other 
hand, LPEI and PEImax displayed similar apparent molecular weight and polydispersity, their 
acylation level being the main measurable difference between the two polymers. 
The efficacy of a polymer on the transfection process is commonly based on end-point reporter 
gene expression levels. We presented here data providing information related to intracellular 
events such as polyplex attachment to the cell surface and endocytosis. We did not investigate 
precisely the endocytic pathway involved in the two cell lines but according to the data presented 
herein, polyplex attachment and endocytosis are not limiting factors under our transfection 
conditions. Indeed, all of the cells had internalized polyplexes at 1 hpt, indicating that 
internalization is a rapid and efficient process. Moreover, polyplexes were able to bind more 
than 98% of the cells within 10 mpt. Polyplexes with higher positive charge might improve cell 
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uptake by enhancing their electrostatic interactions with the negatively charged 
glycosaminoglycans present at the cell surface. We did not see a correlation between polyplexes 
internalization kinetics and their zeta potentials. In fact, polyplexes formed with PEIpro™ at a 
DNA:PEI ratio of 1:3 (w:w) and LPEI at a ratio of 1:8 exhibit identical zeta potential values. 
Interestingly, while the maximal amount of internalized PEIpro™-based polyplexes was 
approximately half of that observed with LPEI and PEImax polyplexes, comparable percentages 
of BFP-expressing cells were observed. This indicates that the intracellular events following 
endocytosis that lead to gene expression are more efficient using PEIpro™. It has to be noted 
that our transfection conditions result in efficient BFP expression in both cell types using the 
three different PEIs even though they behave differently in terms of “attachment” and 
“endocytosis”. In fact, at least 58 % and as much as 84 % of HEK293 and CHO cells expressed 
the BFP transgene. We finally chose three mAbs of interest to be expressed in HEK293 and 
CHO cells. Despite similar amounts of internalized polyplexes, those made with PEImax 
resulted in significantly higher mAb productivity (155 to 230 %) compared to LPEI. Noticeably, 
while endocytosis levels of PEIpro™-based polyplexes were half of that obtained with LPEI 
(and PEImax), the mAb expression levels were also always higher with PEIpro™ compared to 
LPEI (110 to 213 %). Overall, CHO and HEK293 cells transfected with PEImax- and PEIproTM-
based polyplexes gave better production yields (with a slight benefit for PEImax-based 
polyplexes) compared to LPEI. Nevertheless, HEK293 cells transfected with PEImax compared 
to PEIproTM gave a significant gain with regard to the expression of Palivizumab and B72-3 
antibodies. Furthermore, LPEI and PEImax are the most cost-effective polymers compared to 
PEIproTM.   
An additional level of complexity is the variable capacity of one particular PEI to mediate 
transfection of different cell types [156,184]. One would expect that cells with lower plasmid 
uptake activity would demonstrate lower level of gene expression. Monitoring polyplexes 
binding and internalization showed that, for each PEI, the amount of internalized polyplexes 
was very similar between HEK293 and CHO cells for a given polymer. However, under 
identical experimental conditions (except for the DNA:PEI ratio), HEK293 cells exhibited 4- to 
10-fold higher mAb production yields than CHO cells. Comparison of intrinsic transfectability 
and productivity of each cell line is complicated by the existence of multiple variables. For 
 77 
example, the CMV promoter present in the pTT vectors, although relatively strong in both cell 
types, is much stronger in HEK293 cells and consequently higher transgene expression levels 
can be obtained [337]. Also, significant improvement in CHO transient gene expression can be 
achieved through the addition of valproic acid combined with AKT co-transfection and a 
temperature shift to 32°C 24 hpt [338,339]. Under these conditions, productivities of 200 mg/L 
for Trastuzumab and 280 mg/L for B72-3 were obtained (data not shown). Additionally, we 
noticed that the kinetics by which polyplexes enter cells may be an important parameter leading 
to efficient gene transfer, an observation in accordance with previous results obtained in our 
laboratory [308]. It is possible that the delayed endocytosis of polyplexes observed in CHO cells 
is somehow linked to the internalization pathway(s) leading to their cytoplasmic sequestration, 
thus limiting transfection efficacy [104].  
Conclusion  
Both HEK293 and CHO cell lines are widely used for the transient production of research-grade 
r-proteins. Besides, the generation of stable CHO cell lines is still often used as TGE does not 
always meet the required productivities. Optimizing the transfection process to allow for higher 
r-protein productivities is thus desirable. The proper selection of the transfection reagent 
represents an easy parameter to optimize and may have significant impact on TGE process. 
PEImax and, to a lesser extent, PEIpro™ are more deacylated than LPEI according our 1H-NMR 
analysis. The use of PEImax or PEIpro™ polymers to transiently transfect HEK293 and CHO 
cells clearly provide increased productivities compared to LPEI. Since size-exclusion 
chromatography experiment reveals that PEImax and LPEI exhibit the same apparent molecular 
size, deacylation may be responsible for the enhanced transfection efficiency observed with 
PEImax. As for PEIpro™, its higher apparent molecular weight and/or increased 
monodispersity, combined with its low acylation level, may explain why this polymer is more 
efficient (similar productivities compared to PEImax but with half of internalized polyplexes). 
When using optimal DNA:PEI ratios, the resulting polyplexes are positively charged and their 
size range (< 100 nm) allows for proper endocytosis. Kinetics of polyplex-attachment / 
internalization and transgene expression indicate that all HEK293 and CHO cells bind 
polyplexes within 10 mpt and internalized them within 1 hpt. Despite a robust BFP transgene 
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expression was observed for all PEIs, not all cells express the reporter gene after 48 hpt 
indicating that downstream events limit transfection efficiency. Overall, PEImax closely 
followed by PEIproTM appears to be the most suitable polymers for TGE in HEK293 and CHO 
cells as confirmed by the productivity obtained for three monoclonal antibodies. Although these 
findings demonstrate the importance of determining the most suitable polymers to efficiently 
transfect CHO and HEK293 cells, further improvements of TGE would require the elucidation 
of the specific receptor(s) / coreceptors(s) / internalization pathway(s) that leads to an efficient 
DNA delivery into their nucleus. 
Supplemental Data  
Tableau 3 : Hydrodynamic diameter (nm) and zeta potential (mV) of polyplexes. 
  
 
Polyplex size and/or surface charge may affect their uptake by the cells and as such explain the 
dissimilarities in transfection potential between the three PEIs observed. The effective diameters 
(Z-average) and surface charges (zeta potential) of the various polyplexes formed at their 
optimum DNA:PEI transfection weight ratios were measured by dynamic light scattering.  
Polyplexes were formed with 1 µg of plasmid DNA in 150 mM NaCl at pH 7.4. Hydrodynamic 
diameter and zeta potential measurements were performed after 10 minutes of incubation and 
carried out on a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Ltd.) in automatic mode using 
Zetasizer software. Three measurements, each consisting of 10 runs, were performed at 25°C. 
Hydrodynamic diameter and zeta potential were extracted from collected photons data with the 
CONTIN and the Smoluchowsky's methods respectively.  All PEIs produced highly compacted 
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polyplexes with average diameters of 69.0 to 90.3 nm. At the DNA:PEI weight ratio of 1:3, 
PEI“Max” and PEIpro formed smaller polyplexes than LPEI. This suggests that fully deacylated 
PEI“Max” or PEIproTM polymers lead to formation of more tightly packed polyplexes. At this 
DNA:PEI weight ratio of 1:3, a slight increase in surface charge was observed compared to 
LPEI, PEIproTM having the highest zeta potential (32.2 ± 0.1 mV).  
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Data presented hereafter are related to Fig. 28 (antibody expression following transfection with 
PEIs) and indicates total cell density (left panels) and viability (right panels) of HEK293 and 
CHO cells transfected with the three different PEIs.  
 
 
Figure 30 : Total cell density and viability of cultures producing monoclonal antibodies 
following transfection with PEIs. 
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Data in Brief: Physicochemical Properties of LPEI 25 kDa, PEI“Max” 40 
kDa and PEIproTM 
Abstract 
The data presented in this article [335] are related to the research article entitled “Comparative 
study of polyethylenimines for transient gene expression in mammalian HEK293 and CHO 
cells” [53]. Polyethylenimine is a cationic polymer whose linear form has been described as the 
most efficient to transfect a wide range of cell lines and thus is broadly used in transient gene 
expression. Data presented in this article compares apparent size and polydispersity as 
determined by size exclusion chromatography of three commercially available linear PEIs, 
namely LPEI, PEI“Max” and PEIproTM. Impact of those features on plasmid DNA affinity was 
established by plasmid DNA agarose gel migration assay.   
Value of the Data   
 This is the first report comparing the apparent size of the LPEI 25 kDa, PEI”Max” and 
PEIproTM polymers 
 Data provide qualitative evidence on the degree of acylation and polydispersity of 
LPEI 25 kDa, PEI“Max” and PEIproTM polymers 
 Data indicates that PEIproTM is the most effective to condense DNA compared to LPEI 
and PEI“Max” at physiological pH.  
Data  
PEIs are widely used to introduce a gene of interest into mammalian cells [117]. The data 
presented in this article includes size exclusion chromatography (SEC) and DNA affinity of 
three different linear polyethylenimines (PEIs), namely LPEI, PEI“Max” and PEIpro™ that are 
commercially available. We have shown that PEI"Max" and PEIpro are more efficient than 
LPEI to transfect HEK293 and CHO cells [335]. Polydispersities and apparent sizes of LPEI, 
PEI“Max” and PEIpro™ were assessed by SEC (figure 31). Thanks to their net positive charges, 
PEIs are able to condense plasmid DNA (pDNA) and their respective pDNA affinity were 
compared (figure 32). 
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Figure 31 : Size Exclusion Chromatography of LPEI 25kDa, PEI“Max” 40kDa 
(hydrochloride salt) and PEIproTM. 
PEI“Max” 
PEIproTM 
LPEI 
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Figure 32 : DNA condensation ability of polyethylenimines. 
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Experimental Design, Materials and Methods 
Size Exclusion Chromatography 
Size exclusion chromatography (SEC) was performed on the liquid chromatograph GE ÄKTA 
explorer (Amersham Pharmacia) consisting from automated sample injector (loop, 0.5mL), 
detector UV-900 (GE Healthcare Life Sciences), degasser of eluent and a chromatographic 
columns (Superdex_200_10/300_GL from GE Healthcare Life Sciences, Cat.17-5175-01). SEC 
analysis was performed at room temperature using PBS as liquid phase. A volume of 0.5 mL of 
each PEI solution was injected and signals were recorded at a wavelength of 214 nm. Fractions 
of 0.5 mL were collected at a flow rate of 0.5 mL per minute.   
The size and polydispersity of a linear polyethylenimine (PEI) are critical parameters that 
influence buffering capacity, ability to condense plasmid DNA and cytotoxicity 
[119,127,139,142]. According to manufacturer’s product description, LPEI and PEI“Max” 
(Polyscience, Inc.) exhibit a molecular weight of 25 kDa (non-hydrochloride salt form). 
However, the size of PEIpro TM (Polyplus Transfection) is not disclosed by the manufacturer. 
Data presented here provide qualitative information about the apparent size of the three 
commercially available PEIs. Propionyl groups present on the polymer chain can be detected at 
214 nm and the resulting UV chromatogram following size exclusion chromatography is shown 
in figure 31. Data indicated that LPEI and PEI“Max” exhibit the same size and polydispersity 
whereas PEIproTM is significantly less polydisperse and elutes from the column with an higher 
apparent size. To allow the detection of fully deacylated polymer (absence of N-propionyl side 
chains) that would not absorb at 214 nm, an acid azo Orange II dye assay [340] was performed 
on each fraction and confirmed that the data showed in figure 31 are representative of the 
complete profile of each polyethylenimine. Moreover, as the intensity of the UV signals 
(integration of the surface under the curve) presented in figure 31 depends on the degree of 
acylation (presence of N-propionyl side chains), it also indicates that LPEI is the most acylated 
polymer whereas PEI“Max” and PEIpro™ are the least acylated.  
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Plasmid DNA Affinity 
For DNA gel retardation assay, increasing amounts of PEIs and 0.7 μg of pTT-SEAP DNA were 
each diluted in 10 μL final volume of F17 medium and vortexed. The diluted PEI was added to 
the DNA solution and the resulting mixture was gently vortexed. After 10 minutes incubation 
at room temperature (RT), the complex mixture was loaded onto a 1% (w/v) agarose gel. 
Electrophoresis was carried out in a Tris-acetate-EDTA (TAE) pH 7.4 running buffer solution. 
Visualization of DNA was performed using an Image Station 440 (Kodak Digital Science). 
Agarose gel retardation electrophoresis was performed to evaluate the DNA condensation 
ability of the PEIs (figure 32). The polyplexes were prepared with plasmid DNA at DNA:PEI 
ratios ranging from 0 to 0.5 (w:w) in 150 mM NaCl pH 7.4 and incubated for 10 minutes at RT. 
Polyplex suspensions containing 0.7 μg of DNA were electrophoresed on 1% agarose gels in 
1X TAE running buffer pH 7.4 at 200 V for 20 minutes. The migration of complexed DNA on 
agarose gel was compared to that of naked pDNA. Data show that the migration of the DNA 
was progressively retarded with larger amounts of polymers, indicating an increasing 
complexation with PEI and progressive neutralization of negative phosphate charges. An 
increase in complex size might also explain the DNA retardation phenomenon. PEIproTM almost 
completely complexed DNA with no observable streak at a DNA:PEI ratio of 1:0.4 (w:w) while 
this ratio was of 1:0.5 for LPEI and PEI“Max”. No DNA migration were observed at DNA:PEIs 
ratio superior to 1:0.5 (data not shown) meaning that DNA were fully complexed by all three 
PEIs.  
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Chapitre 3 : Le Cheminement Intracellulaire des 
Polyplexes liés au Syndécane 1 
Dans cette étude nous avons démontré que le syndecane-1 (SDC1) est un des récepteurs 
potentiels des polyplexes à base de PEI, étudié les différentes voies d’internalisation des 
complexes polyplexe / SDC1, et caractérisé leur cheminement intracellulaire dans les cellules 
HEK293. Pour ce faire, une lignée cellulaire HEK293 exprimant de manière stable le SDC1 en 
fusion à la protéine fluorescente GFP a été générée. Le polyéthylènimine a été marqué avec le 
colorant fluorescent rhodamine B isothiocyanate (RITC, 544/576) qui possède une forte affinité 
pour les groupements amines arborant une charge neutre. L’ADN plasmidique, quant à lui, a été 
marqué grâce à l’agent intercalant TOTO-3 (642/660). Cette méthode a permis de visualiser en 
microscopie confocale l’évolution des complexes dans les cellules HEK293. L’étude se base 
principalement (mais pas seulement) sur deux techniques : la cytométrie en flux et la 
microscopie confocale. Cette dernière est une technique d’analyse qualitative c’est pourquoi 
nous avons prêté une attention particulière au nombre de cellules observées et analysées. A la 
suite de nos observations, nous avons été en mesure de proposer un modèle de l’endocytose des 
polyplexes et du trafic intracellulaire des complexes polyplexe / SDC1 dans les cellules HEK293 
(Fig. 44).    
Intracellular Trafficking of Polyethylenimine/Syndecan-1 
Complexes in HEK293 Cells   
Abstract 
Among the polycationic delivery vectors, polyethylenimines (PEIs) are widely used to 
efficiently transfect mammalian cells both in vitro and in vivo. Although evidence of the 
involvement of glycosaminoglycans (GAGs) in the uptake of PEI-DNA complexes (polyplexes) 
was reported long ago, the membrane receptor(s) responsible for polyplexes uptake remain to 
be clearly identified. Furthermore, little is known about the intracellular routing of polyplexes 
following their uptake. We have shown that syndecan-1 (SDC1) may act as a membrane receptor 
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for polyplexes. Here, we explored the intracellular fate of polyplex/SDC1 complexes over time. 
Shortly after transfection, SDC1 forms clusters colocalizing with polyplexes that are rapidly 
endocytosed. Only a small proportion of the resulting endosomes are addressed to the lysosomes 
while most of the polyplex/SDC1 complexes colocalize with the trans-Golgi network (TGN) 
within 3h post-transfection. Between 3 to 6 h post-transfection, TGN-localized polyplexes 
dissociate from SDC1. Finally, SDC1 is degraded and polyplexes accumulate in the cytoplasm 
as large aggregates. Taken together, these results give new insights into the intracellular 
trafficking of SDC1 and polyplexes following PEI-mediated transfection. 
Key words: Trans-Golgi network, Endocytic pathway, Intracellular trafficking, 
Polyethylenimine, Syndecan-1, Transfection 
Introduction 
Since its discovery, gene transfer resulting in transient exogenous gene expression has become 
an invaluable technique in cell biology research. Gene transfer can be used to produce 
recombinant proteins for fundamental and industrial purposes, to study gene function and its 
regulation, and to establish various disease models. Non-viral gene transfer technology also 
represents a major field of research and development for gene therapy applications. A better 
mechanistic understanding in the area of non-viral gene delivery have been the subject of 
investigation in order to improve transient exogenous gene expression while limiting side effects 
such as cytotoxicity [341,342]. However, key biological phenomena including a better 
understanding of how polyplexes bind to cells, endocytose and reach the nucleus is still remain 
poorly defined.  
Polyethylenimines (PEIs) and their derivatives are among the most studied and widely used 
non-viral carriers to deliver DNA to cells [83,343]. They are cationic polymers that condense 
and protect the nucleic acid cargo forming positively charged polyplexes. Their capacity to 
transfect cells was demonstrated for the first time twenty years ago by Boussif et al. [117]. From 
that point on, the interest for these non-viral carriers as a safe alternative to viral approaches 
never stopped growing [341,344,345]. In fact, the 25-kDa linear (LPEI) and branched (BPEI) 
PEI polymers were shown to be among the most efficient non-viral DNA carriers for in vitro 
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and in vivo gene delivery [144,346,347] and are the subject of intense research for gene therapy 
[118,119,348,349] and for large-scale transfection applications [16,318]. 
One characteristic of PEIs is their considerable buffering capacity (also known as proton sponge 
effect), thought to cause the rupture of the lysosomal membrane with subsequent release of 
polyplexes into the cytoplasm [117,122,198]. This is then followed by their nuclear entry, likely 
during mitosis when the nuclear membrane temporarily breaks down [202,350,351]. 
Remarkably, despite the fact that cellular binding, endocytosis and routing of polyplexes to the 
nucleus are critical steps for efficient gene delivery and expression, these mechanisms remain 
largely misunderstood. This is complicated by the fact that these pathways may differ from one 
cell line to another [124], underlying a potential source of experimental variability observed 
between laboratories [302]. It has been suggested that gene transfer by cationic carriers is 
mediated via cell-surface proteoglycans (PGs) both in vitro and in vivo [178,300,307]. A net 
positive surface charge of polyplexes is thus generally considered as prerequisite for their 
cellular uptake as interactions between the anionic cell surface PGs and cationic polyplexes are 
thought to promote their uptake by the cell. Cationic complexes are known to penetrate into 
cells mainly by endocytosis [156,174], but the specific cell surface receptors that trigger their 
endocytosis are not well characterized, it has been proposed that the anionic membrane-
associated heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) family, which includes a wide variety of 
proteins with numerous biological functions, could act as receptors for the positively charged 
polyplexes [300,301,305]. More specifically, the syndecans (SDCs) family of HSPGs, which 
are particularly abundant at the surface of many cells [251,352,353], could potentially act as 
membrane receptors for polyplexes. It has been hypothesized that SDC1 could act as such 
receptor [305] and previous studies provided evidences that this is indeed the case [303,308].  
Here, we demonstrate that addition of BPEI-DNA complexes to SDC1-expressing cells rapidly 
and efficiently induces clustering and endocytosis of SDC1 via lipid rafts, amongst other things. 
Confocal microscopy analysis revealed that polyplexes extensively colocalize with SDC1. We 
then explored the intracellular fate of polyplex/SDC1 complexes over time and showed that only 
a few polyplex/SDC1- containing endosomes are targeted to lysosomes but rather these are 
extensively and rapidly (within 3h) addressed to the trans-Golgi network (TGN). Polyplexes 
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then appear to dissociate from SDC1 within the TGN compartment, and SDC1 gets degraded. 
Polyplexes are finally released into the cytoplasm where they ultimately form large aggregates 
that will remain several days post-transfection. This study thus shed some light on BPEI-
mediated gene delivery mechanisms and provides new information on polycation-mediated 
SDC1 internalization and intracellular routing. 
Materials and Methods 
Reagents 
The following reagents were used: 293Fectin (Invitrogen); Hoechst 33342, Rhodamine B 
isothiocyanate (RITC), Methyl-β-cyclodextrin (MβCD), branched 25-kDa PEI (BPEI), 
cycloheximide, paraformaldehyde (Sigma-Aldrich); restrictions enzymes and Vent DNA 
polymerase (New England BioLabs); cholera toxin B-Alexa 594, CellLight® Lysosomes-RFP, 
Bacmam 2.0, TOTO®-3 Iodide (ThermoFisher Scientific). 
Vector Construction  
Full-length SDC1 was amplified using forward (5’- CTAGGATCCACCATGAGACGCGCGG 
- 3’) and reverse (5’ - CAAGCTAAGCGGCGTAGAACTCCTC - 3’) primers and subcloned in 
frame with GFP cDNA (superglo GFP, Q-Biogene) in pYD10-GFP vector (pTT5 vector with a 
blasticidin resistance cassette) digested with BamHI and NheI. The plasmid DNA encoding for 
TGN38-CFP fusion protein [354] was modified by replacing the cyan fluorescent protein (CFP) 
cDNA by a monomeric red fluorescent protein 1 (mRFP1) [355] cDNA following NotI and AclI 
digestion.  
Labeling of PEI and Plasmid DNA 
BPEI was labeled with RITC enabling its rapid detection and localization. Briefly, BPEI (6 
mg/ml) in bicarbonate buffer (0.1M, pH 8.94) was mixed with 1 ml of RITC previously 
dissolved in DMSO at a concentration of 1 mg/ml, and incubated at room temperature on a 
shaker overnight. The unbound RITC was removed by running the mixture on a Sephadex G25 
column (Bio-Rad). A ratio of 17:1, DNA base pairs to dye molecules were used to stain the 
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pTT5-BFP vector with TOTO®-3 Iodide dye by mixing 50 μg of plasmid DNA to the dye 
solution followed by an incubation of 1 hour in the dark at room temperature.  
Cell Culture and Transfection 
HEK293 cells were maintained in FreeStyle 293 Expression Medium, supplemented with 0.1% 
Pluronic F-68 and 50 µg/ml geneticin G418. For stable SDC1 expression, 1 x 106 cells/ml were 
transfected essentially as previously described [322] : BPEI/DNA complexes (polyplexes) were 
prepared by adding 2 μg of branched PEI to 1µg of pYD10-SDC1/GFP vector, both diluted in 
100 μl of Freestyle 293. Solutions were mixed, vortexed, and incubated at room temperature for 
15 min before their addition dropwise to the culture. After 48 h, the medium was replaced by 
fresh medium supplemented with 2 μg/m1 of blasticidin for several weeks. Then, a bulk of 
blasticidin resistant cells stably expressing SDC1/GFP was obtained following fluorescent 
activated cell sorting (now on referred as 293-SDC1 cells). For transient expression of Rab11-
DsRed (Addgene plasmid 12679; [356]) and TGN38-mRFP1, 293-SDC1 cells were transfected 
using 293Fectin procedure according to manufacturer's instructions. Three days post-
transfection, 2 x 106 293-SDC1 cells were transfected using TOTO3-labeled pDNA and BPEI 
(for flow cytometry analysis) or RITC-labeled BPEI (for confocal microscopy analysis) as 
follows: BPEI/DNA complexes were prepared by adding 1.5 μg of BPEI or 4.5 µg of RITC-
labeled BPEI to 1 μg of DNA (TOTO3-labeled pTT5-BFP), both diluted in 100 μl of Freestyle 
293 (supplemental data, Fig. 33). Solutions were mixed, vortexed, and incubated at room 
temperature for 10 min before their addition to the cell culture. 
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Figure 33 : Optimization of BPEI / pDNA (w/w) ratio. 
Transfection efficiencies were evaluated using human placental secreted alkaline phosphatase 
(SEAP) as reporter gene.  Increasing quantity of BPEI (RITC labeled or not) were added to 1 µg of 
pDNA (encoding for SEAP reporter protein) per mL of cell culture. After 5 days following 
transfection, SEAP were analysed and quantify (method is described in [41]) as seen in lower panel. 
Relative percentages of SEAP are representative of three individual experiments conducted in 
triplicate. The absolute SEAP titers obtained with BPEI previously labeled or not were 197 ± 18 
and 135 ± 2 mg/mL respectively. HEK293 cells were transfected with RITC-BPEI / pDNA optimal 
ratio and fixed for 10 min with 4% paraformaldehyde at 1 hpt (higher panel). Determination of 
Pearson’s colocalization coefficient indicated that 89 % of YOYO-1 labeled-pDNA colocalize with 
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RITC labeled-BPEI. As anticipated, in these conditions RITC-BPEI can be free (not bound to 
pDNA) and internalized into HEK293 cells.  
Flow Cytometry Analyses 
The percentage of cells expressing both GFP and BFP were measured by flow cytometry using 
a BD LSR II flow cytometer (BD Biosciences) equipped with four lasers (blue laser 488 nm, 
red laser 633 nm, violet laser 405 nm and 355 UV laser). Viable transfected cells were quantified 
by using appropriate gating to exclude dead cells, debris, and aggregates in a forward scatter 
against side-scatter-plot.  
Colocalization Experiments and Confocal Microscopy 
Detection of fluorescent proteins, lysosomes, endoplasmic reticulum, CTxB, TOTO3-labeled 
DNA and RITC-labeled BPEI were performed using a confocal microscope. Cells were plated 
for 1 h onto poly-d-lysine coated glass bottom 35-mm culture dishes, No. 0 (MatTek). After 
washing cells with fresh medium, plated-cells were transfected with RITC-BPEI (or unlabeled 
BPEI when required) for the indicated period of time. Cells were then fixed in PBS containing 
4% formaldehyde for 10 min. When applicable, nuclei were stained with 2 µg/ml Hoechst 33342 
for 10 min. To label lysosomes in SDC1-positive HEK293 cells, CellLight lysosomes-RFP 
Bacmam solution was added to cells according to manufacturer's instructions. For CTxB 
staining, 293-SDC1 cells were put at 4°C to prevent endocytosis. Prior to polyplexes addition, 
1 µg/ml of CTxB Alexa Fluor 594 conjugate was added to cells, and then Petri dishes were put 
back at 37°C. To deplete membrane cholesterol, 293-SDC1 cells were treated for 1 h with 
increasing concentrations of MβCD. Then, cells were transfected as described above with 
polyplexes containing a BFP coding vector.  
Fluorescence images and time-lapse microscopy were analyzed by confocal microscopy 
(FluoviewTM FV10i, Olympus) using UPLSAPO-equivalent Olympus 60X (NA 1.35) objective. 
The confocal microscope was equipped with four wavelength diode lasers (405/473/559/635 
nm). For RFP detection, a laser diode (excitation: 559 nm) and a BP filter (570-620 nm) were 
used to capture the signal; a laser diode (excitation: 495 nm) and a BP filter (519 nm) were used 
to capture the signal recorded as green. The TOTO3 signal was recorded using a laser diode 
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(excitation: 642 nm) and a BP filter (661 nm). Finally, the RITC-labeled BPEI signal was 
recorded using a laser diode (excitation: 552 nm) and a BP filter (578 nm). Olympus original 
software and Volocity 6.3 analysis software were used for image acquisition and processing, 
respectively.  
Transmission Electron Microscopy 
For electron microscopy transfected 293-SDC1 cells were fixed at indicated time after 
transfection as described by Ito and Karnovski [358], dehydrated and embedded in Epon 
according to standard procedures and analyzed on a Philips EM410 transmission electron 
microscope operated at 80kV. 
Online Supplemental Material 
Video 1 shows time-lapse formation of SDC1 clusters following polyplexes addition. Video 2 
is a 3D projection of stacked laser scanning confocal microscope images showing repartition of 
SDC1 clusters (green) 10 min after polyplexes addition. Video 3 shows SDC1-expressing 
HEK293 cells without polyplexes addition. Video 4 shows CD4-expressing HEK293 cells 
following polyplexes addition. Nucleus appears in blue. Optimization of the BPEI  / pDNA ratio 
using human secreted alkaline phosphatase (SEAP) as reporter gene [357] is presented in 
supplemental data presented in Fig. 33). Supplemental data presented in figure 43 displays that 
polyplexes can also be internalized by the cells via the macropinocytosis mechanisms.   
Results 
Polyplexes Induce Clustering and Endocytosis of SDC1 
To follow the redistribution of SDC1 after polyplexes addition, a recombinant construct 
in which SDC1 was fused in-frame with GFP at its C-terminal end was stably expressed in 
HEK293 cells. A fluorescence-activated cell sorting (FACS)-enriched population of 
SDC1/GFP-expressing cells (74±3% of the total population) was used throughout this study. 
Confocal and time-laps microscopy analysis revealed that clustering of SDC1 at the cell surface 
could be observed within 1 min after polyplexes addition (Fig. 34, Video 1, Video 2).  
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Figure 34 : Polyplexes addition induces the formation of SDC1 clusters. 
HEK293 cells stably expressing SDC1/GFP (green) protein were plated for 1 h on MatTek 3.5-mm 
Petri dishes and the nucleus were labeled with Hoechst 33342 (cyan). Pictures were then taken before 
and at 1 or 10 minutes following the addition of polyplexes. Bar, 10 μm. 
Moreover, behavior of SDC1-expressing HEK293 cells in the absence of added polyplexes 
(Video 3) or HEK293 cells stably expressing an irrelevant GFP fusion protein (CD4-GFP) 
following polyplexes addition (Video 4) confirmed that SDC1 clustering is a phenomenon 
specifically induced by the addition of polyplexes. Moreover, at 10 min post-transfection (mpt), 
confocal microscopy analyses show that SDC1 clusters colocalize to a great extent with RITC-
labeled (BPEI) polyplexes. Indeed, Pearson’s coefficient quantification (Volocity software) 
indicated that 75 ± 1 % of BPEI/RITC based polyplexes colocalize with SDC1/GFP. At 10 mpt, 
the majority of resulting polyplex/SDC1 complexes are heterogeneously distributed around the 
cell membrane with a small number of these complexes appear to be already endocytosed (Fig. 
35, see arrows). At 1-hour post-transfection (hpt), most of the endocytosed polyplex/SDC1 
complexes could be found packed into an area close to the nucleus (Fig. 35). At 4 hpt, the 
number of polyplex/SDC1-containing endosomes dropped dramatically when compared to 1 
hpt, while many SDC1-free polyplexes can be observed. Larger vesicles were detected 
suggesting fusion of SDC1-endosomes (Fig. 35). At 24 hpt, very few SDC1 clusters could be 
found within cells while polyplexes are still detectable (Fig. 35). Altogether, and in agreement 
with previous study conducted in our laboratory [308], these results demonstrate that polyplexes 
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efficiently trigger clustering and endocytosis of SDC1, suggesting that SDC1 may act as a 
membrane receptor for polyplexes.  
 
 
Figure 35 : Polyplexes-SDC1 complexes progress after endocytosis. 
HEK293 cells stably expressing SDC1/GFP (green) were plated for 1 h on MatTek 3.5-mm Petri 
dishes and transfected with RITC-labeled PEI (red)-DNA complexes. Prior to transfection, nuclei 
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were stained with Hoechst 33342 (cyan). At the indicated period of time, cells were fixed for 10 
min by 4% paraformaldehyde and analyzed by confocal microscopy. This figure is representative 
of two individual experiments in which a number of 18 cells were analysed. Bars, 10 μm. 
Polyplex/SDC1 Complexes are Endocytosed via Lipid Rafts and Clathrin-dependent 
Pathway 
Several studies have demonstrated that PEI could be endocytosed by clathrin-dependent and/or 
independent mechanisms involving lipids rafts [178,184,185,359] and that the path taken for 
efficient gene expression is largely cell line dependant [156]. To tackle this issue in HEK293 
cells, we looked for the effect of internalization pathway inhibitors. We treated 293-SDC1 cells 
for 1h with increasing concentrations of methyl-β-cyclodextrin (MβCD), which depletes the 
cholesterol required for lipids rafts integrity and function [360], followed by transfection with 
polyplexes containing the pTT-BFP encoding vector which was labeled with TOTO3 dye. The 
flow cytometry analyses of polyplexes containing TOTO3 labeled-pDNA (between 1 hpt and 
4.5 hpt) indicated a significant decrease in polyplex attachment and internalization when cells 
were treated with MβCD (Fig. 36A). At 48 hpt, the percentage of double fluorescent cells (green 
for SDC1 and blue for BFP-expressing cells) were also analyzed by flow cytometry. A 
significant reduction in cell transfection efficiency (up to 60% at 3 mM MβCD) was observed 
(Fig. 36B), indicating that in HEK293 cells, lipids rafts are involved in polyplexes endocytosis 
leading to gene expression.  
The cholera toxin B subunit (CTxB) binds to glycosphingolipids GM1 at the cell surface and is 
frequently used as a probe to detect lipid rafts, a microdomain of the plasma membrane enriched 
in cholesterol [361]. Confocal microscopy analyses performed 1 hpt clearly show that CTxB 
does colocalize to a large extent with endosomes containing SDC1-GFP associated with TOTO-
3 labeled plasmid DNA (Fig. 37), indicating that polyplex/SDC1 complexes are mainly 
endocytosed via lipid rafts in HEK293 cells. This observation is confirmed in two independent 
experiments which reveal colocalization of CTxB fluorescence and SDC1/GFP (Mander’s 
coefficient of 0.92 ± 0.05; 1 = perfect colocalization) and DNA/TOTO3 (Mander’s coefficient 
of 0.97 ± 0.03) fluorescence. 
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It was previously reported that the depletion of potassium (K+) prevents clathrin-dependent 
endocytosis [362]. In stark contrast with the effect of MβCD, K+-depletion has no influence on 
polyplexes attachment and / or endocytosis (Fig. 38A). However, analysis of gene transfection 
at 48 hpt by flow cytometry indicated a strong reduction in the percentage of double fluorescent 
cells (≥ 70 %, Fig. 38B) as illustrated by fluorescence microscopy images (Fig. 38C), suggesting 
that gene expression-competent polyplexes are also endocytosed via the clathrin-dependent 
pathway. 
 
 
Figure 36 : Polyplex/SDC1 complexes are endocytosed via lipid rafts. 
To determine the role of lipid rafts in PEI-mediated transfection, membrane cholesterol was depleted 
following the addition of increasing concentrations of methyl-β-cyclodextrin (MβCD). After 1 h of 
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treatment, MβCD-treated cells were transfected with polyplexes containing a vector coding for the 
BFP. (A) At indicated time after transfection, the mean fluorescence intensity of TOTO3-labeled 
plasmid DNA was determined by flow cytometry and reflects attachment and internalization of 
polyplexes. (B) At 48 hpt, the percentage of double fluorescent cells (green for SDC1 and blue for 
transfected cells) was measured. Results are expressed relative to untreated cells, considered as 100%. 
Data are means ± SD (error bars) of triplicates and representative of two independent experiments. 
 
 
Figure 37 : Colocalization of polyplex/SDC1 complexes with cholera toxin B. 
The colocalization of polyplexes with lipid rafts was assessed by means of cholera toxin B (CTxB, 
red) and SDC1/GFP-expressing cells (green) plated for 1 h on MatTek 3.5-mm Petri dishes. To 
prevent endocytosis, cells were placed at 4°C. Prior to polyplexes addition, 1 µg/m1 of CTxB Alexa 
Fluor 594 conjugate was added to cells, and then Petri dishes were put back at 37°C. At 1 hpt, 
cells were fixed for 10 min with 4% paraformaldehyde and analyzed by confocal microscopy. 
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Nuclei (cyan) were stained using Hoechst 33342 prior to transfection. This figure is representative 
of two individual experiments in which a number of 20 cells were analysed. Bar, 10 μm. 
 
 
 
Figure 38 : Implication of clathrin-coated pits in polyplex/SDC1 complexes endocytosis. 
(A) To assess the role clathrin-dependant pathway during PEI-mediated transfection, HEK293-
SDC1 cells were transfected following K+ depletion combined with incubation in hypertonic 
medium. At the indicated times after transfection, the mean fluorescence intensity of TOTO3-labeled 
plasmid DNA was determined by flow cytometry and reflects attachment and internalization of 
polyplexes. At 48 hpt, transfection efficiency was measured by flow cytometry, then expressed relative 
to untreated cells (B) and conventional microscopy analyses (C) were performed to visualize BFP 
transgene expression in 293-SDC1 cells. An exposure time of 2 ms was used.  
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Polyplex/SDC1 Endosomes are Weakly Addressed to Lysosomes but Mainly to the 
Trans-Golgi Network 
It has been previously suggested that PEI, through the proton-sponge effect,  induces swelling 
of lysosomes, resulting in organelle rupture and polyplexes release into the cytoplasm 
[117,122,196]. It is thus expected that a significant proportion of polyplex/SDC1-containing 
endosomes will be addressed to lysosomes. Surprisingly, confocal microscopy analyses of cells 
treated with CellLightTM Lysosomes-RFP (which expresses RFP fused to lysosomal associated 
membrane protein 1: Lamp1), revealed that only a small number of polyplex/SDC1-endosomes 
are targeted to lysosomes after 2 hpt, and weak colocalization could be detected at 6 hpt (Fig. 
39) with a Mander’s colocalization coefficients average of 0.36 ± 0.12 and 0.19 ± 0.09 
respectively. Interestingly, at 6 hpt, polyplexes not colocalizing with SDC1 could be observed, 
suggesting that a partition between polyplexes and SDC1 occurred. 
 
Figure 39 : Polyplex/SDC1 endosomes partly colocalize with lysosomes. 
To determine if polyplex/SDC1 endosomes are targeted to lysosomes, the latter were stained using 
CellLight-Lysosomes-RFP according to manufacturer's instructions. Cell culture medium was 
replaced 16 hours post-transduction and cells were transfected by polyplexes before plating for 1 h 
on MatTek 3.5-mm Petri dishes. Cells were then fixed at the indicated periods of time and localization 
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of SDC1 (green), polyplexes (blue, TOTO3-labeled DNA) and lysosomes (red) was determined by 
confocal microscopy analysis. Observations are representative of two individual experiments in 
which at least ten SDC1-293 cells were analyzed. Bars, 10 μm.   
We next wanted to determine if the trans-Golgi network (TGN) could be involved in the 
redistribution of polyplex/SDC1 complexes. To address this, we transiently transfected 293-
SDC1 cells with a vector encoding for mRFP1-tagged TGN38, a resident protein of the trans-
Golgi network [363]. Confocal microscopy analysis revealed that some polyplex/SDC1 
complexes begin to colocalize with TGN38 at 1 hpt, while the majority of them colocalize with 
TGN38 at 3 hpt (Fig. 40). Similar to the phenomenon observed above with lysosomes, 
polyplexes not colocalizing with SDC1 nor TGN38 could be observed at 6hpt, suggesting that 
the partition between polyplexes and SDC1 happens in the trans-Golgi network. 
 
 
Figure 40 : Polyplex/SDC1 endosomes mainly colocalize with the trans-Golgi network. 
To determine if polyplex/SDC1 complexes are addressed to the trans-Golgi network (TGN), 
SDC1/GFP-expressing cells were transiently transfected by a vector coding for mRFP1-tagged 
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TGN38. At 72 hpt, cell culture medium was replaced and cells were transfected with polyplexes before 
being plated for 1 h on MatTek 3.5-mm Petri dishes. Subsequently, cells were fixed at indicated times 
and the localization of SDC1/GFP (green), TGN38 (red) and polyplexes (blue) was assessed by 
confocal microscopy. Observations are representative of two individual experiments in which at least 
ten SDC1-293 cells were analyzed. Bars, 10 μm. 
SDC1 is not Recycled via Rab 11 but Degraded.  
As SDC1 colocalizes with the TGN at 3 hpt and then disappears at 6 hpt, we hypothesized that 
SDC1 could be recycled at the cell surface after polyplex release. To verify this, we transiently 
transfected 293-SDC1 cells with a vector encoding for DsRed-tagged Rab11, a small GTPase 
required for addressing recycling endosomes to cell membrane [364]. Confocal microscopy 
analysis revealed that SDC1 endosomes do not colocalize at any time with Rab 11 (Fig. 41A), 
suggesting that SDC1 is not recycled at the cell surface and that it could simply be degraded.  
To test if SDC1 is degraded after complexes partition, cells were treated with cycloheximide for 
1 h, in order to prevent de novo SDC1 synthesis. Then, polyplexes were added or not and cells 
were lysed. The amount of SDC1 in non-transfected or transfected cells was determined at the 
indicated times by western blot using an antibody raised against the N-terminus end of SDC1 
(Fig. 41B). The western blot result reveals that the amount of mature glycosylated SDC1 rapidly 
decreases after polyplex addition compared to non-transfected cells. Moreover, the fact that the 
amount of the 60 kDa SDC1 core protein (non-glycosylated and thus not expected to have yet 
reached the cell surface) is not significantly modulated in both cases further support the 
hypothesis that only cell surface expressed SDC1 molecules that are capable of binding 
polyplexes are degraded. 
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Figure 41 : Polyplex/SDC1 complexes do not colocalize with Rab11 and SDC1 are degraded. 
(A) To determine whether SDC1 could be recycled to the cell membrane, SDC1/GFP-expressing 
cells were transiently transfected by a vector encoding for DsRed-Rab11. At 72 hpt, cells were 
transfected with polyplexes and plated for 45 min on MatTek 3.5-mm Petri dishes. Subsequently, cells 
were fixed and the localization of SDC1 (green) and Rab11(red) was assessed by confocal 
microscopy. Bar, 10 µm. (B) To determine if SDC1 is degraded after endocytosis, SDC1-
expressing cells were treated with 10 µg/m1 cycloheximide for 1 h prior to polyplexes addition (+) 
or no addition (-). At the indicated time following polyplexes addition, cells were lysed and total 
proteins extracts were separated by SDS-PAGE. The amount of SDC1 in transfected (+) or 
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non-transfected (-) cells was assessed by Western blotting using an antibody specific to the 
ectodomain of SDC1 ((N-18), Santa Cruz Biotechnology). 
Polyplexes are Released into the Cytoplasm and Form Large Aggregates 
The result obtained at 6 hpt showed that only few polyplexes still colocalize with the 
endoplasmic reticulum (ER), the TGN or the lysosomes, but are still present in the cytoplasm at 
24 hpt. To determine whether polyplexes are enclosed in vacuoles or free into the cytoplasm, 
SDC1- expressing cells were transfected with polyplexes, fixed at 30 mpt, 1, 6 and 24 hpt and 
analyzed by electron microscopy. Cell examination (Fig. 42) revealed that polyplexes assemble 
in small particles and are mostly located at the cell surface after 30 mpt even though some 
polyplexes are already endocytosed. At 1 hpt, polyplex particles appear larger and mainly 
located in vesicles. Finally, at 6 hpt, the bulk of polyplexes form large aggregates in the 
cytoplasm and do not appear to be surrounded by a membrane. These aggregates are absent in 
non-transfected cell cytoplasm. 
 
 
Figure 42 : Polyplexes are released into the cell cytoplasm and form aggregates. 
(A) To explore the fate of polyplexes after their release from SDC1, SDC1/GFP-expressing cells were 
transfected with polyplexes for the indicated period of time. Cells were then fixed and imaged by 
electron microscopy. Polyplexes located at the cell surface and early endocytosis could be 
observed at 30 mpt. At 6hpt, polyplexes are released directly into the cytoplasm, as no membrane 
surrounds the bulk of aggregates. Those aggregates are absent in non-transfected cells (control).   
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Discussion 
Despite cellular uptake, endocytosis and subsequent intracellular addressing of 
polyplex/receptor complexes are critical steps for gene delivery and expression, these 
mechanisms remain for the most part poorly characterized. This lack of information could be 
related, at least to some extent, to the unknown identity of the membrane proteins that can act 
as cellular receptor(s) for polyplexes. In this paper, using SDC1-GFP fusion protein, RITC-
labeled BPEI and TOTO3-labeled DNA, we demonstrate that SDC1 can act as a membrane 
receptor for polyplexes and report the intracellular trafficking of polyplex/SDC1 complexes. In 
non-transfected SDC1-expressing cells, fluorescent microscopy analysis showed that SDC1 is 
homogeneously expressed throughout the cell surface. In agreement with our previous study 
[308], SDC1 rapidly forms numerous clusters following polyplexes addition. This observation 
is supported by a more recent study showing that PEI interacts with and induces clustering of 
SDC1 in HeLa cells [303]. Furthermore, confocal microscopy analysis shows that SDC1 and 
RITC-labeled BPEI are co-internalized in the same clusters, likely to be endosomal in nature. 
Taken together, these results demonstrate that polyplexes efficiently trigger clustering and 
endocytosis of SDC1, suggesting that this protein may act as a receptor for polyplexes. Based 
on these observations, we postulate that polyplexes would also induce clustering and 
endocytosis of the three other members of the syndecan family, which display a structure 
homology. In good agreement with this hypothesis, previous study and preliminary results 
obtained in our laboratory demonstrate that polyplexes efficiently induce clustering of related 
family members SDC2 [308], SDC3 and SDC4 (unpublished data). Interestingly, despite the 
fact that SDC2 forms clusters in the presence of polyplexes, its internalization is delayed 
compared to SDC1, resulting in an inefficient gene transfer [308]. To better understand this 
contrasting behavior, we tried to shed some light on the intracellular trafficking of 
polyplex/syndecan complexes, initially focusing on SDC1. 
It was shown that polyplexes could be internalized via clathrin, caveolin and/or lipid raft 
dependent trafficking pathways depending on the polycation as well as the cell line used.  
Furthermore, internalization pathways are not necessarily independent as the existence of 
compensatory endocytic mechanisms have been suggested [184,365]. Using CTxB and MβCD, 
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we have shown that the BPEI-based polyplexes are largely endocytosed via lipid rafts in SDC1-
expressing HEK293 cells. This result is consistent with previous reports demonstrating that 
SDC1 undergoes raft-dependent endocytosis upon clustering [311,314]. Similarly, Tkachenko 
et al. [366] reported that FGF2-induced clustering of SDC4 triggers redistribution of this protein 
into lipid raft membrane domains in RFPEC cells. Our findings are similar to other studies done 
in different cell lines which show that, efficient transfection by BPEI based-polyplexes in HUH-
7, COS-7, HeLa cells is mediated by the clathrin-dependent and the lipid-raft-dependent 
pathways [184]. K+ depletion combined with incubation in hypertonic medium had no effect on 
attachment and / or uptake of polyplexes whereas transgene expression in 293-SDC1 cells was 
strongly affected. It was demonstrated that this treatment results in disappearance of clathrin-
coated vesicles from the plasma membrane as well as from vesicles budding from the TGN 
[362]. Potassium depletion might thus also disturb polyplex-trafficking to the TGN, possibly 
contributing to the lower transgene expression observed following this treatment. We could also 
speculate that the few polyplexes internalized via the clathrin-dependent endocytosis pathway 
may be those that are efficiently routed to the nucleus allowing for transgene expression. 
Interestingly, when performing electron microscopy analysis, we clearly observed 
macropinocytosis of polyplexes (supplemental data presented in Fig. 43). It is noteworthy that 
macropinocytosis has been shown to be an efficient route for polyplex entry into cells [367]. 
These results illustrate that several mechanisms may be involved in polyplex endocytosis in 
293-SDC1 cells. The complexity is confounded by the recent observation that inhibiting one 
pathway may lead to compensatory augmentation in another, causing unpredictable changes in 
gene delivery [365]. Furthermore, phalloidin (which specifically binds to actin) and staurosporine 
(which induces the disruption of the actin microfilaments) treatment of cells strongly inhibited gene 
expression suggesting that actin network integrity is required for the proper routing of polyplex/SDC1 
endosomes (unpublished data), in agreement with previous reports [303,305]. 
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Figure 43 : Macropinocytosis of polyplexes. 
Cells were fixed and imaged by electron microscopy (see materials and methods). 
Macropinocytosis of polyplexes can be observed at 1 hpt.  
It has been proposed that the high transfection activity of PEI resides in its ability to escape from 
lysosomes by provoking their osmotic swelling and rupture [117,196]. Consistent with this 
hypothesis, it has been shown that BPEI (25 kDa) and LPEI (800, 25 and 2.5 kDa) reach the 
lysosomes as they colocalize with LAMP-1 [198,209]. Interestingly, these studies also showed 
that almost all transfected cells accumulated polyplexes in their lysosomes, but not all lysosomes 
contained polyplexes [209]. Conversely, we (unpublished data) and others [197] observed the 
lack or weak colocalization of PEI in the lysosomal compartment using LysoTracker [198]. 
Expression of RFP fused to LAMP-1 in SDC1-293 cells was therefore used and we found that 
only a fraction of SDC1/polyplex are found in lysosomes at 2 hpt, while no colocalization could 
be observed at 6 hpt. Nevertheless, despite the small fraction of SDC1/polyplex endosomes 
fused to lysosomes, we cannot rule out the possibly that the amount of polyplexes released into 
the cytoplasm after lysosome membrane rupture would be sufficient to allow for gene 
expression. It is possible that the targeting of polyplexes to lysosomes represents one of the steps 
limiting the capacity of PEI to efficiently transfect cells. This observation raises the question 
related to the addressing of the vast majority of SDC1-containing endosomes. Indeed, using 
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TGN38 as a protein marker specific for the TGN [363], we showed that the largest part of 
endosomes containing SDC1/polyplex colocalize with this organelle at 3 hpt, suggesting that 
the progress of polyplexes goes along a definite pathway in HEK293 cells. The TGN is a highly 
dynamic organelle receiving incoming traffic from endocytic and recycling pathways [368]. 
Yet, no study has shown that SDC1 could be targeted to the TGN following endocytosis. 
Recently, Ross et al. demonstrated that H3-targeted polyplexes follow alternative mechanisms 
to subvert endolysosomal trafficking and harness the Golgi/ER to enhance gene transfer in CHO 
cells and NIH/3T3 fibroblasts [369,370]. This result suggests that other (and natural) SDC1 
ligands able to induce its clustering and endocytosis would also trigger its routing to the TGN. 
Further investigations are required to verify this hypothesis. These observations also clearly 
demonstrate that the addressing of polyplexes is not restricted to lysosomes. In contrary, 
polyplexes are extensively targeted to the TGN, suggesting that BPEI-mediated gene delivery 
is more complex than initially expected.  
Interestingly, polyplexes are dissociated from SDC1 once the complexes reach the TGN. 
Additional investigations are required to clarify the underlying mechanisms of this dissociation. 
As SDC1-GFP fluorescence fades away from the cytoplasm and was not found to colocalize at 
any time with Rab11 (a small GTPase involved in endosomes recycling), we postulated that 
SDC1 could be degraded. Indeed, western blot analysis revealed that SDC1 disappears rapidly 
after transfection of cycloheximide-treated cells compared to the non-transfected control cell, 
confirming our hypothesis. This raises the question on whether the SDC1-free polyplexes are 
still stored in vesicles or freed in the cytoplasm. Electron microscopy showed that after 6 hpt, 
the bulk of polyplexes lie free in the cytoplasm and form large aggregates. As polyplexes could 
not be degraded by the cell, and are potentially cytotoxic, we propose that the formation of these 
aggregates could be a mechanism used by the cells to segregate them as much as possible to 
protect themselves. On the other hand, as polyplexes are free into the cytoplasm and are 
detectable for at least 120 hpt (unpublished data); they would in theory remain available for cell 
transfection after reaching the nucleus. Nonetheless, the percentage of transfected cells does not 
increase between 48 hpt and 120 hpt, suggesting that these aggregates are stored as gene 
expression-incompetent aggregates.  
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Figure 44 : Proposed model for the endocytosis and intracellular trafficking of polyplex/SDC1 
complexes. 
Based on our results, this diagram summarizes the progress of polyplex/SDC1 complexes in HEK293 
cells. Rapidly after their addition to the cell culture, polyplex bind to SDC1 and form numerous clusters 
at the cell surface. Following polyplex/SDC1 complexes endocytosis via lipid raft and chlatrin coated 
pits, among other possible pathways, some of the late endosomes (LE) endosomes are targeted to the 
"lysosome pathway" (1), while most of them follow the "endoplasmic reticulum (ER) pathway" (2). 
From the ER, complexes are addressed to the trans-Golgi network (TGN), where separation between 
SDC1 and polyplexes seems to occur, by a mechanism which remains to be elucidated. Finally, SDC1 
is degraded, while polyplexes form large aggregates into the cytoplasm. It is possible that both ways 
(1 and 2) could lead to the entry of small polyplexes into the nucleus. Nevertheless, as polyplex 
aggregates observed in the cytoplasm appear to be very compact, we suggest that these 
polyplexes will not be available anymore to transfect cells. 
Taken together, these results clearly demonstrate that the targeting of polyplexes to the TGN 
and their subsequent release into cytoplasm represents their main avenue following BPEI-
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mediated cell transfection. Of note, we were not able to observe polyplex into the nucleus. We 
assume that polyplexes present in nucleus are of too small size to be detected by the methods 
used herein. On the other hand, we cannot rule out the possibility that the polyplexes does not 
enter into the nucleus, which implies that DNA should be released from PEI into the cytoplasm 
prior to entry in the nucleus, or that once in the nucleus, polyplexes dissociate very rapidly. So 
far, the generally admitted model for the progress of polyplexes following cell binding could be 
summarized in five steps: 1) endocytosis of polyplex-receptor complexes, 2) fusion of 
endosomes with lysosomes, 3) lysosome swelling and rupture, 4) release of polyplexes into the 
cytoplasm, 5) entry of polyplexes into the nucleus and transgene expression. Our study shows 
that this process may be more complex and probably well regulated. Based on our results, we 
propose a model for BPEI-mediated transfection (Fig. 44): shortly after transfection, polyplexes 
associate with SDC1 that form numerous clusters at the cell surface that are rapidly endocytosed 
via multiple pathways, but mainly via lipid raft. Most of the resulting endosomes containing 
polyplex/SDC1 complexes are then addressed to the TGN. Subsequently, polyplex/SDC1 
complexes dissociate, SDC1 is degraded and polyplexes remain in the cytoplasm where they 
form large aggregates that likely do not contribute to gene expression. Our findings thus suggest 
a novel route by which polyplexes may reach the nucleus for an efficient gene expression. In 
conclusion, we identified SDC1 as a potential receptor for polyplexes and provided the first 
evidence that polyplex/receptor complexes rapidly accumulate in the TGN following 
endocytosis. These results shed some light on the role of HSPGs, and particularly for SDC1, 
during BPEI-mediated transfection. Taken together, these findings provide additional 
information of the mechanistic basis of BPEI-mediated transfection. A better understanding the 
intracellular fate of polyplexes will provides invaluable clues for improving of PEI-based gene 
transfer. 
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Chapitre 4 : Importance des Glypicanes dans le Transfert 
de Gène 
De manière générale, les cellules de mammifères sont efficacement transfectées par le polymère 
cationique polyéthylènimine [117]. Ce dernier existe sous deux formes, linéaire (LPEI) ou 
branchée (BPEI) [118,119]. Les protéoglycanes à héparane sulfate (HSPG) présents à la surface 
des cellules ont été proposés comme jouant un rôle clé dans la capture des polyplexes à base de 
PEI par les cellules [300]. Ce type de démonstration repose sur des traitements enzymatiques 
ou chimiques visant spécifiquement ces glycoprotéines, ou encore faisant intervenir des mutants 
déficients en HSPG [178,304]. L’importance des HSPG dans le contexte du transfert de gène 
est aujourd’hui admise [353] bien que controversée dans quelques études [309,310,315,316]. 
Leur rôle vis-à-vis du transfert de gène est étudié dans sa globalité alors que les HSPG 
constituent un ensemble de deux familles : les syndécanes (SDC) et les glypicanes (GPC) dont 
la structure de leur protéine centrale diffère drastiquement. Dans le contexte présent, le rôle des 
glypicanes est particulièrement négligé probablement en raison de l’absence de domaine 
cytoplasmique. Ils sont de ce fait considérés comme des molécules auxiliaires permettant 
probablement le recrutement d’autres molécules impliquées dans l’endocytose des polyplexes.  
Cette étude a pour objectif de mieux comprendre l’implication des glypicanes dans le 
mécanisme du transfert de gène par le PEI. Après avoir optimisé les conditions de transfection 
des cellules CHO et HEK293 par le LPEI et BPEI, nous avons entreprit une série de traitements 
(figure 45) visant dans un premier temps à limiter la sulfation des HSPG grâce au traitement 
chimique des cellules par le chlorate de sodium, un analogue du sulfate. Nous avons ensuite 
procédé au traitement enzymatique des cellules par l’héparinase III qui clive spécifiquement les 
chaînes d’héparanes sulfates. Finalement, les glypicanes présents naturellement à la surface des 
cellules CHO et HEK293 ont été éliminés par l’action de l’enzyme phosphatidylinositol 
phospholipase C (PIPLC). Cette étude est principalement basée sur une approche « perte de 
fonction » nous permettant de confirmer l’importance de la sulfation comme modification post-
traductionnelle et de préciser le rôle des glypicanes dans le mécanisme du transfert de gène des 
cellules CHO et HEK293 en vue de son optimisation.   
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Figure 45 : Résumé graphique de l’étude concernant l’implication des glypicanes dans le 
transfert de gène. 
 
Role of Sulfated Glycosaminoglycans and Glypicans in 
Polyethylenimine-Mediated Gene Transfer of CHO and HEK293 
Cells 
Abstract 
Polyethylenimine (PEI) is a widely used cationic carrier that condenses DNA allowing cellular 
uptake and efficient intracellular route of the complexes. Furthermore, PEI is the preferred 
carrier in large-scale transient gene expression mainly because of its efficiency and cost-
effectiveness. It exists in two forms, branched (BPEI) or linear (LPEI). Due to electrostatic 
interactions, positively charged DNA complexes interact with anionic heparan sulfate 
proteoglycans located at the cell surface. This interaction could influence DNA complexes 
endocytosis and thus transgene expression. Glypican is one of the two major families of heparan 
sulfate proteoglycans. Their role in gene delivery is nevertheless largely unexplored. To further 
clarify the importance of heparan sulfate proteoglycans and glypicans in PEI gene transfer of 
CHO and HEK293 cells, we used a series of treatments (sodium chlorate, heparinase III or 
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phosphatidylinositol-specific phospholipase C) that were correlated with uptake of BPEI and 
LPEI based complexes, and subsequent expression of reporter genes. The latter were dependant 
on cell type and structure of the carrier. Interestingly, glypicans inhibit the transgene expression 
following LPEI-mediated transfection. This observation might offer new strategies to improve 
transient gene expression in CHO and HEK293 cells.        
Introduction 
The transfer of exogenous genetic material into host cells was established for the first time in 
1972 by Cohen et al. [11]. Five years later, somatostatin was the first human recombinant protein 
(r-protein) and was produced in Escherichia coli [13]. Challenges associated with the production 
of more complex and glycosylated r-proteins brought the scientific community to develop 
mammalian expression systems. Thus, the expressed human r-proteins are correctly folded and 
biologically actives. The transfer of genetic materials into mammalian cells for the expression 
of functional r-proteins is a biological process which usually involves the use of plasmid DNA 
(pDNA) complexed with natural or synthetic carrier molecules such as cationic lipids or 
polymers [129,371]. Among the latter, the synthetic polymer polyethylenimine (PEI) is 
probably the most popular due to its efficacy, ease of use, cost-effectiveness and stability in 
solution [117,372]. Consequently, PEI is largely employed for the rapid production of r-proteins 
at large scale. Such process allows for the generation of milligram to gram quantities of r-
proteins in a short period of time to support pre-clinical, biochemical and biophysical studies 
[318,322,357,372,373]. Besides that, PEI is also extensively studied in the context of non-viral 
gene therapy as it is a safer alternative to viral carriers [341,344,345]. The structure of PEI can 
be branched (BPEI) or linear (LPEI) depending on their synthesis route [119]. Both are capable 
to efficiently condense pDNA to form small nanoparticles termed polyplexes [58]. The latter 
must circumvent a number of cellular barriers to deliver the gene of interest to the cell nucleus 
[371,374]. In vitro, the cell membrane is the first obstacle in gene delivery.   
The first evidence of a role for heparan sulfate proteoglycan (HSPG) in cation-mediated gene 
transfer was presented in 1996 by Mislick and Baldeschwieler [300]. Since then, it is well 
acknowledged that polyplexes are taken up by the cell via interactions with HSPGs expressed 
at the cell surface [353]. Indeed, polyplexes exhibit a net positive charge when formed at the 
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optimal conditions, thus interact electrostatically with anionic HSPGs and can enter into cells 
via endocytosis [301–305,308]. Interestingly, it was showed that this interaction is not solely 
governed by electrostatic interactions. Indeed, the affinity between sulfated GAGs and 
polyplexes is possibly dependant on the nature of the polymer, suggesting that other interactions 
may occur [316]. If the absence of sulfate inhibits gene transfer efficiency [300], a high density 
of HS promotes polyplex uptake in mammalian cells [304,307]. However, the binding of 
polyplexes are not always correlated to their internalization [302,308] nor to their intracellular 
path [310]. This suggests that uptake and transgene expression are function of the relative 
abundance of different GAG-carrying proteins rather than the overall HSPG level [353].  
HSPGs comprise an assorted group of proteins that contain covalently linked heparan sulfate 
(HS) glycosaminoglycan (GAG) chains. There are two major families of HSPGs that are largely 
expressed at the surface of mammalian cells, namely the syndecans composed of four members 
(SDC1-4) and the glypicans that consist of six members (GPC1-6). Whereas the core protein of 
SDCs is type I integral membrane protein exhibiting a short cytoplasmic tail, the core protein of 
GPCs possesses a glycosyl phosphatidylinositol (GPI) anchored extracellular domain attached 
at their carboxyl terminus [375]. In the context of gene delivery, the role of HSPGs at the cell 
surface is mainly studied as a whole. The striking difference in structure between SDCs and 
GPCs may suggest that they are not involved to the same extent in the binding and 
internalization of polyplexes. While some studies have demonstrated that SDCs can be 
understood as receptors for polyplexes capable of driving their endocytosis [303,305,308], the 
role of GPCs in gene transfer process has not been investigated yet.  
The present study was undertaken to examine the role of GPCs in PEI-mediated gene transfer 
in CHO and HEK293 mammalian cells. With the aim to investigate the need for sulfated GAGs 
in gene delivery, we first studied the effect of lowering sulfation levels with sodium chlorate 
treatments on polyplex uptake and transgene expression in CHO and HEK293 cells. As HS are 
the most sulfated and thus most anionic GAGs present at the surface of mammalian cells, we 
evaluated in like manner the effect of heparinase III enzymatic treatments which results in the 
selective cleavage of heparan sulfate. To further determine if cellular entry of polyplexes is 
mediated by cell surface HSPGs, we studied the presence of HS using a specific anti-HS 
 115 
antibody before and after LPEI and BPEI transfection. We then investigated the role of GPCs 
in PEI-mediated gene transfer thanks to phosphatidylinositol phospholipase C (PIPLC) 
treatments, which releases GPI-anchored proteins. To the best of our knowledge, this is the first 
study attempting to evaluate the role of glypicans in polyplex-mediated gene transfer. Further 
investigations are necessary and may represent a novel strategy to improve efficiency of gene 
delivery in CHO and HEK293 cells.       
Materials and Methods 
Materials 
The 25 kDa linear (LPEI) polyethylenimine was obtained as a powder from Polysciences 
(Warrington, Pennsylvania, USA). The cyanine dye YOYO-1® iodide (1 mM solution in 
DMSO), Pluronic® F-68, trypan blue solution 0.4% (w/v), serum-free Freestyle™17 (F17) 
expression medium and FITC-conjugated goat anti-mouse IgM were purchased from Life 
Technologies Inc. (Burlington, Ontario, CA). The 25 kDa branched polyethylenimine (BPEI), 
sodium chlorate, the Bacillus cereus PIPLC, heparinase III (heparitinase, from Flavobacterium 
heparinum, EC 4.2.2.8), L-glutamine and the FITC conjugated mouse anti-VSV-G antibody 
(clone P5D4) were obtained from Sigma-Aldrich® (Oakville, Ontario, CA). TN1 peptone was 
obtained from Teknisciences (Terrebonne, Quebec, CA). Mouse anti-heparan sulfate antibody 
(clone 10E4) was from Seikagaku Kogyo Co. (Tokyo, Japan). The phage display-derived, 
sulfation-specific, single-chain anti-HS antibodies AO4B08, EV3C3, HS4C3, and RB4EA12 
were kindly provided by Dr. Van Kuppevelt (Radboud University Nijmegen Medical Center).   
Cell Maintenance  
The 293-6E and CHO-3E7 cell lines stably expressing truncated Epstein-Barr virus Nuclear 
Antigen-1 (EBNA1) were maintained as a suspension culture in F17 medium supplemented with 
4 mM L-glutamine and 0.1% Pluronic-F68 (and 25 µg/mL geneticin G418 for 293-6E cells). 
CHO-3E7 cells were routinely diluted every two to three days at 0.3 x 106 cells/mL (0.07 x 106 
cells/mL for weekends) in 50 mL total volume in a 250 mL plastic Erlenmeyer flask (Corning®). 
293-6E cells were also diluted every two to three days at 0.5 x 106 cells/mL (0.25 x 106 cells/mL 
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for weekends). Cell cultures were operated on an orbital shaking platform at an agitation rate of 
120 rpm at 37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere. Cell density and cell viability were 
determined by direct counting of cell samples with a Cedex automated cell counting system 
(Innovatis) using the trypan blue exclusion method.  
Cell Treatments 
Chemical Treatment 
F17 medium was supplemented with sodium chlorate, which is an inorganic compound that 
down-regulates the sulfation reactions [376]. A stock solution of 800 mM of sodium chlorate 
was prepared and added to F17 culture medium at various final concentrations to determine the 
optimal concentration to efficiently reduce sulfation. A volume of 15 mL of CHO-3E7 cells 
were grown for 48 hours in presence of four sodium chlorate concentrations (0 mM, 20 mM, 35 
mM and 50 mM). On the other hand, 293-6E cells were treated likewise with increasing 
concentrations of sodium chlorate ranging from 0 mM to 100 mM (0 mM, 20 mM, 50 mM and 
100 mM). Prior to transfection, cell density and viability were determined to evaluate the effect 
of sodium chlorate treatments on these parameters which could affect gene transfer efficiency. 
When necessary, cell density was adjusted to 1,5 x 106 cells / mL with the addition of fresh 
sodium chlorate-supplemented F17 medium. Indeed, to reduce sulfation, the presence of sodium 
chlorate was maintained prior ot and after transfections.   
Enzymatic Treatments 
Heparinase III selectively cleaves heparan sulfate proteoglycans and was used to remove HS 
chains from CHO-3E7 and 293-6E cell surface. 1,5 x 106 cells / mL were incubated for six hours 
with 5 mU / mL of bacterial heparinase III at 37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere. After 
3 hours of incubation, an extra 5 mU / mL of the enzyme were added to cell cultures and 
incubated in the same conditions for an additional 3 hours. Cells were washed once and re-
suspended in fresh F17 medium prior to PEI-mediated transfection.  
For phosphatidylinositol-specific phospholipase C (PIPLC) treatments, CHO and HEK293 cells 
were treated with 7 mU (per mL of culture) of PIPLC for two hours at 37°C in a humidified 5% 
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CO2 atmosphere. Following PIPLC treatments, cells were washed once and re-suspended in 
fresh F17 medium prior to transfection.  
In parallel to each treatment, control cells were left untreated and processed in like manner.  
Cell Surface Immunofluorescence  
Immunostaining with antibody 10E4 (Seikagaku), which recognizes heparan sulfate domains 
characterized by N-sulfation, were performed as follows. A sample of 1 x 106 cells / mL were 
washed in cold PBS containing 1 % BSA and incubated with anti-HS antibody 10E4 at 1:150 
for 1 hour at 4°C. Following primary incubation, cells were washed twice in cold PBS/1% BSA 
and stained with anti-mouse IgM FITC conjugated antibody (Sigma) at 1:500 for 30 minutes at 
4°C. After two washes in cold PBS/1% BSA, cells were immediately analyzed by flow 
cytometry. Phage display RB4EA12, HS4C3, EV3C3, AO4BO8 antibodies containing a 
vesicular stomatitis virus glycoprotein (VSV-G tag) were used according to the same procedure. 
Primary incubation was performed at 1:5 following a secondary incubation with anti-VSV-G 
FITC conjugated antibody at 1:500. A list of antibodies used in this study are shown in Table 4.  
 
Tableau 4 : List of antibodies used in this study. 
Antibody Preferred chemical group HS domain References 
RB4EA12 O-sulfated residues containing IdoA-GlcNS6S NS and NS/NA domains [377] 
HS4C3 O-sulfated residues containing IdoA2S-GlcNS3S6S NS domain [378] 
EV3C3 Preferentially 3-O sulfated residues NS/NA domain [378] 
AO4BO8 O-sulfated residues containing IdoA2S-GlcNS6S NS domain [378] 
10E4 N-sulfated residues NS and NS/NA domains [379,380] 
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Transfection 
Cell density should be around 1,5 to 2,0 x 106 cells / mL and viability greater than 98% to ensure 
optimal transfection. If the cell density was greater than 2,0 x 106 cells / mL, the cells were 
diluted to desired density with fresh growth medium. The cell suspension was distributed in 6-
well plates (1.8 ml/well). Prior to transfection, plasmid DNA encoding for the blue fluorescent 
protein was labeled with YOYO-1® iodide dyes. Two μl of YOYO-1 were mixed with 50 µg 
of plasmid DNA. The preparation was incubated at room temperature for 2 hours in the dark. 
PEI/DNA polyplexes were prepared in 5% of the initial culture volume with a total of 1 µg DNA 
per ml of culture to be transfected. An equal volume of diluted PEI was added to the DNA 
solution. The optimal ratios to transfect CHO-3E7 and 293-6E cells with LPEI and BPEI based 
polyplexes were previously determined (Supplemental figure 53) and are summarized in Table 
5. The mixture was first vortexed gently for 5 seconds and then incubated for 10 min at room 
temperature before being added drop-wise to cell culture.   
 
Tableau 5 : List of pDNA:PEI ratios used to transfect HEK293 and CHO cells and 
physicochemical characteristics of the corresponding polyplexes. 
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Polyplex Uptake Analysis 
Determination of polyplex cellular uptake was performed 24 hours post-transfection (hpt) as we 
showed that at this time point internalization of polyplexes into cells is complete and reaches a 
plateau (Supplemental figure 54). 200 μl of transfected cell culture sample was removed from 
the 6-well plates and filtered through a Nitex tissue 310 μm mesh (Sefar Group). Emission 
spectra of DNA-bound YOYO-1 were recorded on a BDLSRII cytometer (BD Biosciences, 
Mississauga, ON) in presence of trypan blue (0.2% final concentration) which quenches cell 
surface binding allowing the measurement of pDNA complexes internalization in CHO and 
HEK293 cells. Only viable and single cells were analyzed. 
Transgene Expression 
Expression of BFP reporter protein was analyzed by flow cytometry after 48 hours post 
transfection. Only viable and single cells were analyzed. 
Determination of secreted embryonic alkaline phosphatase (SEAP) was performed essentially 
as previously describes [325]. Briefly, SEAP was assessed at day 6 post- transfection (dpt). 
SEAP transfected cells were centrifuged and the supernatant was diluted in water (typically 
1/1000). Fifty microliter of diluted supernatant was transferred to a 96-well plate and mixed 
with an equal volume of SEAP assay solution containing 20mM paranitrophenyl phosphate 
(pNPP), 1mM MgCl2, and 1M diethanolamine. Absorbance was read at 405 nm at 1 min 
intervals for 5 min. 
Results 
Sodium Chlorate Treatment Reduces HS Sulfation 
Sodium chlorate treatment of cells has been widely used to study the role of sulfated GAGs in 
gene delivery [300,303,310,381–383]. To monitor the effect of sodium chlorate on HS sulfation, 
samples from control and chlorate-treated cells were stained with anti-HS antibodies. The 
monoclonal anti-HS epitope 10E4 (mAb 10E4) is commercially available and has been widely 
used as a research reagent [380]. It has been shown that mAb 10E4 reacts with an epitope that 
 120 
occurs only in heparan sulfate chain and that N-sulfate residues form part of the epitope [379]. 
In addition, a series of non-commercially available anti-HS antibodies were used to assess the 
presence of O-sulfated residues in HS, namely RB4EA12, HS4C3, EV3C3, AO4BO8 antibodies 
and some of their characteristics are shown in Table 4.    
Although chlorate treatment decreases the overall HS sulfation, the N- and O-sulfation were 
differentially affected. In CHO cells, chlorate treatment (20, 35 and 50 mM) led to a decrease 
in N-sulfation in a dose-dependent manner and to a dramatic loss of O-sulfation at the lowest 
sodium chlorate concentration (figure 46A). Interestingly, at the concentrations tested in 
HEK293 cells (20, 50 and 100 mM), sodium chlorate treatment reduced the O-sulfation without 
decreasing the N-sulfation (figure 46B). Surprisingly, the N-sulfation seems to be up-regulated 
in chlorate-supplemented medium (20 and 100 mM) indicating that the N-deacylation / N-
sulfation of residues (by NDST enzyme) was highly resistant to chlorate treatment as it was 
shown elsewhere in MDCK cells [376]. These data suggest that sodium chlorate reduces N- and 
O-sulfations in a dose-dependent manner in CHO cells while in HEK293 cells, only O-sulfation 
was inhibited whereas N-sulfation resists even at 100 mM sodium chlorate. Moreover, cellular 
morphology and proliferation remained normal at all chlorate concentrations (figure 47, 
showing the effect of the highest sodium chlorate concentrations on CHO and HEK293 cells). 
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Figure 47 : Effect of sodium chlorate on cell growth, viability and morphology. 
CHO and HEK293 cells were grown in presence of the highest sodium chlorate concentration 
(50 and 100 mM respectively). After 48 hours, total cell density, viability, diameter and 
percentage of aggregation were determined with an automated cell counting system. The data 
are representative of four independent experiments. 
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Figure 46 : Effect of sodium chlorate treatment on HS sulfation. 
CHO (A) and HEK293 cells (B) were treated with increasing concentrations of sodium chlorate 
and analyzed by flow cytometry for cell surface HS levels. The data are representative of four 
independent experiments.  
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Role of Sulfation in Polyethylenimine-Mediated Gene Delivery in CHO and HEK293 
Cells 
Based on the negative charges provided by the sulfate groups of heparan sulfate chains and the 
positive charges of polyethylenimine-based polyplexes, interactions between the two can occur 
in an electrostatic manner [300]. Indeed, it was demonstrated in numerous studies (for review 
see [223,351,382,383]) that HSPG located on cell surface serve as binding sites for polyplexes, 
thus, facilitating polyplex uptake by the cells. However, a given cell type likely exhibit a specific 
panel of HSPGs as well as a unique glycans structural polymorphism due to distinct post-
translational modifications. Therefore, we can assume that HSPGs may contribute in a different 
way in gene transfer process depending on cell and polymer type. To test the role of sulfated 
GAGs in polyethylenimine-mediated transfection in CHO and HEK293 cells, the cells were 
grown in the presence of increasing concentrations of sodium chlorate for 48 hours and 
transfected with LPEI and BPEI.  
In CHO cells, the LPEI-mediated transfection efficiencies were reduced in a chlorate dose 
dependent manner as shown by the decrease of BFP-expressing cells (figure 48A). At the lowest 
concentration of sodium chlorate (20 mM), the transfection efficiency was 60% relative to 
untreated cells while at 50 mM, transfection efficiency was 30% relative to untreated cells. This 
was correlated with the down-regulation of polyplex internalization. Interestingly, the remaining 
BFP-expressing cell population exhibit similar BFP expression level compared to untreated cells 
(figure 48A). Unexpectedly, in CHO cells transfected with BPEI, transfection efficiency and 
BFP transgene expression were both enhanced in chlorate-treated cells while polyplex 
internalization was not affected. Indeed, transfection efficiency and BFP expression were 400% 
and 150%, respectively, relative to untreated cells, while polyplex internalization was not 
impaired (figure 48B).  
In chlorate-treated HEK293 cells, the reduced HS O-sulfation content correlated with lower 
LPEI transfection efficiency and transgene expression, as they were respectively 55% and 75% 
(100 mM) relative to untreated cells (figure 48C). On the other hand, BPEI-mediated 
transfection was slightly affected as transgene expression and percentage of BFP-expressing 
cells were reduced by only 10% in HEK293 cells treated with 100 mM sodium chlorate. In both 
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scenario (LPEI and BPEI-mediated transfection), polyplex internalization was not significantly 
altered in chlorate-treated HEK293 cells (figure 48D).  
 
 
Figure 48 : Effect of undersulfation on polyplex uptake and transgene expression. 
Chlorate-treated cells were transfected with LPEI and BPEI using YOYO1-labeled pDNA 
encoding for the blue fluorescent protein. CHO (A: LPEI, B: BPEI) and HEK293 (C: LPEI, D: 
BPEI) cells were analyzed by flow cytometry to determine polyplex uptake and transfection 
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efficiency compared to untreated cells. Mean values ± SD were obtained from triplicate samples 
and the data are representative of four independent experiments.  
Are Heparan Sulfate Proteoglycans the Main Contributor for Polyethylenimine-based 
Polyplex Uptake in CHO and HEK293 cells?  
Membrane sulfated GAGs comprise different members including chondroitin sulfate (CS), 
dermatan sulfate (DS), keratan sulfate (KS) and heparan sulfate (HS) [386]. Although the 
reduced GAGs sulfate content in CHO and HEK293 cells modulate polyplex uptake and PEI 
transfection efficiencies, we wanted to determine whether HS were mainly responsible for these 
events. Thus, CHO and HEK293 cells were treated with heparinase III to specifically remove 
HS [387].  
Overall, polyplex uptake and transgene expression in CHO and HEK293 cells were modified in 
the same way as previously observed following sodium chlorate treatment (figure 48), but not 
to the same extent. LPEI-mediated transfection of CHO cells treated with heparinase III was 
only slightly decreased by 10% (polyplex uptake and transgene expression) whereas BPEI-
mediated transfection of heparinase III-treated CHO cells was up-regulated (133% of BFP 
expression and 317% of BFP-expressing cells relative to untreated cells) (figure 49A). In 
HEK293 cells treated with heparinase III, the transfection efficiency (BFP transgene expression 
and BFP-expressing cells) was reduced by less than 20% while polyplex uptake was not 
affected. Finally, the BPEI-mediated transfection efficiency was a little reduced (figure 49B).   
 
 
 
 
 
 
 126 
 
Figure 49 : Polyplex uptake and transgene expression following heparinase III treatment. 
CHO (A) and HEK293 (B) cells were treated with heparinase III and transfected with LPEI and 
BPEI using YOYO1-labeled pDNA encoding for the blue fluorescent protein. Treated cells were 
analyzed by flow cytometry to determine polyplex uptake and transfection efficiency compared 
to untreated cells. Mean values ± SD were obtained from triplicate samples and the data are 
representative of four independent experiments.  
As these results were unexpected and might suggest that HS are not the main contributor for 
polyethylenimine-based polyplex uptake, we followed the presence of HS on CHO and HEK293 
surface cell after PEI transfection (Figure 50). We observed a substantial reduction in HS at the 
CHO cell surface after LPEI-mediated transfection suggesting that LPEI-based polyplex uptake 
do required HS. Indeed, HS content was less than 10% relative to untransfected cells. 
Interestingly, the reduction of cell surface HS after BPEI transfection of CHO cells was half of 
that observed following LPEI transfection (20,9 to 34,8% relative to untransfected cells). 
Similarly, we saw a reduction of the cell surface HS content after LPEI and BPEI-mediated 
transfection of HEK293 cells although it was less pronounced than that in CHO cells (32,5 to 
51,9% relative to untransfected HEK293 cells). It has to be noted that HS signal was not fully 
recovered at the surface of CHO and HEK293 cells even 24 hours after transfection indicating 
that the removal of HS was not due to their normal turnover.  
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Figure 50 : Heparan sulfate in LPEI- and BPEI-mediated transfection of CHO and HEK293 
cells. 
CHO (A) and HEK293 cells (B) were transfected with LPEI and BPEI and analyzed by flow 
cytometry for cell surface HS levels until 24 hpt.  Mean values ± SD were obtained from 
duplicate samples. 
Role of Glypicans in Polyethylenimine-mediated Gene Delivery in CHO and HEK293 
Cells  
Among heparan sulfate proteoglycans, the role of syndecans have been extensively studied in 
the context of gene delivery [305,308,388,389] probably due to the functional significance of 
their cytoplasmic tail. However, the other major family of HSPGs is glypicans which are 
composed of six members (GPC1-6) tethered to the cell membrane via a glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI) anchor. Because of the GPI linkage to the cell membrane, GPCs do 
not possess an intracellular cytoplasmic tail like the SDCs. Furthermore, GPCs carry only 
heparan sulfate chains while some SDCs (SDC1 and SDC3) have CS chains attached to their 
core protein. To investigate the role of GPCs in gene delivery, polyplex uptake and transfection 
efficiency was tested in PIPLC-treated CHO and HEK293 cells. The phosphatidylinositol-
specific phospholipase C (PIPLC) enzyme cleaves GPI-anchored proteins and efficiently 
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releases cell surface GPI-anchored mRFP1 used here as a control of treatment effectiveness 
(Supplemental figure 55).  
In PIPLC-treated CHO cells (Figure 51A), we observed that LPEI-based polyplex uptake was 
upregulated by 160% relative to untreated cells leading to an increase in transfection efficiency 
(130% relative to untreated cells). On the other hand, despite BPEI polyplex uptake was 
enhanced in PIPLC-treated CHO cells (160% relative to control), no significant impact could 
be seen on tranfection efficiency or transgene expression (figure 51A). In PIPLC-treated 
HEK293 cells (figure 51B), we found that LPEI transfection was enhanced as seen by the 
increase of BFP-expressing cells and transgene expression (120% and 110% relative to 
untreated cells respectively). This was correlated with an up-regulation of LPEI polyplex 
uptake. Conversely, the removal of GPCs decreased BPEI polyplex uptake (80% relative to 
untreated cells), transfection efficiency and transgene expression (both 85% relative to untreated 
cells). 
 
Figure 51 : Polyplex uptake and transgene expression after glypicans removal. 
CHO (A) and HEK293 (B) cells were treated with PIPLC and transfected with LPEI and BPEI 
using YOYO1-labeled pDNA encoding for the blue fluorescent protein. Treated cells were 
analyzed by flow cytometry to determine polyplex uptake and transfection efficiency compared 
to untreated cells. Mean values ± SD were obtained from triplicate samples and the data are 
representative of three independent experiments. 
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Our results indicated that the presence of GPCs inhibits in part LPEI-based polyplex uptake and 
LPEI transfection efficiency in CHO and HEK293 cells. In order to further validate our findings, 
we compared the expression of SEAP reporter protein in PIPLC-treated and untreated cells. 
Although the removal of CHO and HEK293 cell surface GPCs increased the protein yield, it 
was not statistically significant.      
 
 
 
Figure 52 : SEAP protein yield in PIPLC-treated CHO and HEK293 cells. 
CHO and HEK293 cells were treated with PIPLC and transfected with LPEI to produce the 
secreted SEAP protein. Mean values ± SD were obtained from triplicate samples and the data 
are representative of two independent experiments. 
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Discussion   
We have used sodium chlorate treatment in order to investigate the role of sulfation in LPEI- 
and BPEI-mediated gene transfer in CHO and HEK293 cells. Chlorate competitively inhibits 
the formation of 3’-phosphoadenosine 5’-phosphosulfate (PAPS) which is the high energy 
sulfate donor in cellular sulfation reactions [376]. We found that the different sulfation reactions 
(O-sulfation versus N-sulfation) differed noticeably in susceptibility to sodium chlorate 
treatment. In CHO cells, O-sulfation was reduced to a great extent at the lowest sodium chlorate 
concentration while N-sulfation was reduce in a dose dependent manner. In HEK293 cells, the 
data showed that O-sulfation is impaired at a relatively low sodium chlorate concentration (20 
mM) whereas N-sulfation resists to even 100 mM sodium chlorate. In agreement with our 
results, it was previously shown that sodium chlorate treatment affects different sulfation 
reactions to different extents in MDCK cells [376] and the authors attributed this effect to the 
different PAPS affinities of the sulfotransferase species involved [390–392]. Indeed, 
biosynthetic sulfotransferases are present in several isoforms [393] that possibly have different 
PAPS affinities. Our results showed that reduced level of sulfation achieved by the sodium 
chlorate treatment depends on its concentration, and that N- and O-sulfations were not affected 
to the same extent in a given cell type. Furthermore, the susceptibility to sodium chlorate 
treatment was also dependant on cell type and not due to other external factors since CHO and 
HEK293 cells were grown in the same culture medium (i.e. identical sulfate supplementation). 
This suggests that CHO and HEK293 cells might exhibit different sets of sulfotransferases 
which probably contribute to distinct HS polymorphism.  
Transfection of chlorate-treated CHO cells with LPEI indicated that polyplex uptake was 
reduced in a dose dependant manner, thus drastically decreasing the efficiency of gene transfer. 
These observations are in good agreement with numerous studies that demonstrated the 
importance of sulfated GAGs in gene delivery [300,304,305,307–309,316,381,383,394]. 
However, Ruponen et al.[310] revealed that sulfated GAGs inhibit cation-mediated gene 
transfer in SMC and CHO cells but did not mention whether PEI used for the study was branched 
or linear. Very interestingly, Hanzlíková et al. [151] showed that cell-surface GAGs have a 
negative impact on BPEI-mediated transfection in CHO cells and that free PEI can overcome 
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the undesirable binding of polyplexes to GAGs. In accordance with these previous results, we 
observed that the removal of GAG sulfation resulted in enhanced polyplex uptake and BPEI-
mediated transfection in CHO cells. Polyplexes formed with BPEI and LPEI exhibit similar zeta 
potential suggesting that interaction between polyplexes and sulfated GAGs leading to efficient 
gene transfer is more dependent on polymer type rather than exclusively ruled by electrostatic 
interactions. In chlorate-treated HEK293 cells, LPEI- and BPEI-mediated transfection were less 
efficient compared to untreated cells while polyplex uptake was not affected. Due to the limited 
effect of sodium chlorate treatment on HEK293 N-sulfation under the experimental conditions 
used here, the altered transfection efficiency seen in chlorate-treated cells may only be imparted 
to the elimination of O-sulfation. Thus, the persistence of N-sulfation after sodium chlorate 
treatment in HEK293 cells might explain why polyplex uptake was not affected.    
Because HS are the most anionic GAGs expressed in mammalian cells (except for heparin 
expressed in mast cells), they are considered as the main target for polyplex attachment. With 
the aim to investigate specifically the role of HS in polyethylenimine gene delivery in CHO and 
HEK293 cells, the latter were treated with heparinase III to remove HS from the cell surface. 
Although heparinase III treatment leads to a severe decrease in fluorescence signal of FITC 
conjugated anti-HS antibody (our observation and [304]), the complete removal of the entire HS 
chains should not be confirmed using this method. Indeed, the enzyme cleaves selectively HS 
chains containing α1-4 linkages between N-acetyl-hexosamines and glucuronic acid residues 
leaving behind a neo-epitope that can be detected with the anti-HS 3G10 antibody 
(Supplemental figure 56), suggesting the presence of residual HS chains. Thus, the removal of 
the entire HS chain cannot be assessed with certainty [310]. Transfections done following 
heparinase III treatment of CHO and HEK293 cells were affected in the same way as observed 
with sodium chlorate treatment, but not to the same extent. Indeed, effects were less pronounced 
following heparinase III treatment and this might be explained in part by an incomplete HS 
digestion rather than concluding prematurely that HS are not the main contributor for effects 
seen previously. Furthermore, the radical disappearance of intact HS chains at the CHO and 
HEK293 cell surface after LPEI and BPEI transfection as measured by flow cytometry analysis 
demonstrates that HS play a significant role in PEI gene transfer. Moreover, we have tested 
transfection efficiency in mutant CHO pgsD-677 (from ATCC®) which are deficient in both N-
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acetyl-glucosaminyl-transferase and glucuronyl-transferase activities that are required for 
polymerization of HS. As a result, CHO pgsD-677 cells lack heparan sulfate but not chondroitin 
sulfate for example and were transfection deficient (data not shown).  
Glypicans are one of the two major family of HSPG and are bound to the external surface of the 
cell membrane by a GPI anchor [242,395]. They are subject to proteolytic cleavage by a lipase 
called Notum [244] and studies indicate that, in vivo, the main function of membrane-associated 
glypicans is to regulate the signaling of Wnts, Hedgehogs, fibroblast growth factors and bone 
morphogenetic proteins (BMPs) [396–400]. Depending on the context, glypicans may have a 
stimulatory or inhibitory activity on signaling [242]. Besides, it has been showed that glypicans 
can be involved in the uptake of polyamines [401]. The role of GPCs is largely unexplored in 
the context of gene delivery, we thus wanted to examine the impact of membrane-associated 
GPCs in polyethylenimine-mediated transfection. LPEI-mediated transfection of CHO and 
HEK293 cells was upregulated following PIPLC treatment indicating that membrane-attached 
GPCs inhibit LPEI gene transfer. As polyplex uptake was increased as well, we speculate that 
under normal conditions (no treatment), polyplexes do bind to GPCs that might undergo 
proteolytic cleavage (before or after polyplex binding), thus reducing the amount of polyplexes 
available for internalization. In CHO cells, the elimination of GPCs increased polyplex uptake 
without significant change in BPEI-mediated transfection. This implies that the remaining cell-
surface GAGs probably direct polyplexes into intracellular compartments that sequester 
polyplexes rendering them unavailable for nucleus gene delivery, and support the idea that HS 
inhibit BPEI-mediated transfection in CHO cells. On the contrary, PIPLC-treated HEK293 cells 
exhibited lower BPEI-based polyplex uptake and this correlated with a less efficient transfection 
compared to untreated cells. This means that GPCs are important players in BPEI gene transfer 
of HEK293 cells thereby adding an additional level of complexity to the role of HS in gene 
delivery.  
According to our observations, the elimination of GPCs might be seen as a strategy to improve 
transient gene expression in CHO and HEK293 cells using LPEI as a carrier. Interestingly, the 
yield of a secreted reporter protein (SEAP) was increased in CHO and HEK293 cells following 
PIPLC treatment. It was nevertheless not statistically significant in contrast to our previous 
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observations using BFP as a reporter gene. Further optimization of the standard procedure may 
be required (such as transfection scale, day of harvest, etc.). 
Conclusion  
Taken together our results revealed that uptake of DNA complexes and subsequent transfection 
efficiency vary depending on the structure of PEI used as a carrier, as well as on the cell type 
that obviously exhibit a great variation of their overall HS composition. Sulfated GAGs 
including HS play an important role in PEI gene delivery and are beneficial in LPEI-mediated 
transfection of CHO and HEK293 cells. However, with regard to BPEI-mediated transfection 
of CHO cells, one could argue that sulfated GAGs inhibit the gene transfer process. This 
suggests that interactions between polyplexes and HSPG might be more complex and perhaps 
specific than generally thought. Very interestingly, we demonstrated that GPCs inhibit LPEI 
gene transfer in CHO and HEK293 cells. As this observation relies mainly on the use of 
enzymatic removal of cell-surface GPCs (loss of function), further investigations are necessary 
and may represent a strategy to improve cell specificity and gene delivery in CHO and HEK293 
cells.  
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Supplemental Data 
 
 
Figure 53 : Optimization of PEI-mediated transfection of CHO and HEK293 cells.  
Increasing concentrations of LPEI or BPEI were used to form polyplexes with 1 µg of plasmid 
DNA per mL of cell culture. The SEAP present in the culture medium from CHO and HEK293 
cells was determined at day 6 post-transfection and are expressed in mg of protein per L of cell 
culture. Mean values ± SD were obtained from triplicate samples and the data are 
representative of three independent experiments. The optimal ratio for each condition were 
determined according to the highest SEAP activity and are summarized in table 2.   
 
It is important to note that, despite our efforts, poor BPEI-mediated transfection was obtained 
in CHO-3E7 cells. This observation was confirmed in CHOBRI cells grown in HyCell TransFx-
C (Thermo Fisher Scientific) and CHO-DG44 cells grown in PowerCHO-2 CD (Lonza). Prior 
to B-PEI transfection of CHO-DG44 cells, medium was changed for CD-DG44 medium 
(Thermo Fisher Scientific) that was shown to support PEI-mediated transfection (our 
observations).  
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Figure 54 AB : Uptake kinetics of PEI-based polyplexes and blue fluorescent protein 
expression in CHO. 
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Figure 54 CD : Uptake kinetics of PEI-based polyplexes and blue fluorescent protein 
expression in HEK293 cells. 
CHO (A and B) and HEK293 (C and D) cells were transfected with LPEI (A and C) and BPEI 
(B and D). Polyplexes were formed with optimal ratios (Table 2). Prior to complexation, DNA 
were labeled with YOYO-1. The DNA/YOYO-1 mean fluorescence intensity associated with the 
cells (white column), the percentage of cells with bound polyplexes (empty circles), the mean 
fluorescence intensity of internalized polyplexes (grey column) and percentage of cells with 
internalized polyplexes (filled circles) were quantified by flow cytometry. BFP was used as 
reporter protein to determine transfection efficiencies. The BFP mean fluorescence intensity 
(black column) and percentage of BFP-positive cells (empty square) were also measured by 
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flow cytometry at indicated times post-transfection. Mean values ± SD were obtained from 
triplicate samples and the data are representative of four independent experiments.  
Interestingly, BPEI-mediated transfection differs drastically from the other transfections as 
polyplex attachment and internalization kinetics were delayed.  
 
 
Figure 55 : Efficacy of PIPLC treatment. 
CHO and HEK293 cells were transiently transfected with a plasmid encoding for mRFP1 and 
consensus sequence for glycophosphatidylinositol (GPI) linkage at the extracellular membrane. 
After 24 hours, cells were treated as indicated in method section and stained with anti-mRFP1 
at 1:50 for 1h (4°C) and anti-rat FITC at 1:400 for 30 min (4°C). Fluorescence images (CHO 
cells), selected from live cell confocal microscopy series, show a decrease in FITC intensity 
after PIPLC treatment. This indicates that PIPLC treatment efficiently remove GPI-anchored 
protein in the conditions of the experiment. Scale bar is 2 μm. 
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Figure 56 : Heparinase  III treatment. 
CHO and HEK293 cells were treated with heparinase III as indicated in method section. Total 
cell extracts from treated and untreated cells were loaded on SDS-PAGE and migration was 
performed in MES buffer for 45 min at 200 V. Following electrophoresis, samples were 
transferred to a nitrocellulose membrane (1 hour at 250 V). A primary incubation (overnight at 
room temperature) was performed using anti-HS 3G10 antibody at 1/1000 followed by a second 
incubation (30 min at room temperature) with anti-mouse IgG HRP-conjugated antibody 
(1/4000). HRP signals were absent in untreated samples (intact HS chains) and the signals seen 
for treated CHO and HEK293 cells indicates the presence of partially digested HS chains (the 
3G10 antibody from Seikagaku Kogyo Co. recognizes a neo-epitope generated by the 
heparinase III treatment).  
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Chapitre 5 : Rôle Spécifique des Protéoglycanes à 
Héparane Sulfate dans le Transfert de Gène des Cellules 
CHO 
Introduction et Hypothèse de Travail 
Les syndécanes (SDC) et les glypicanes (GPC) sont des protéoglycanes à héparane sulfate 
(HSPG) qui sont localisés à la surface de toutes les cellules de mammifères. Dans le contexte 
du transfert de gène, ils servent à l’attachement des polyplexes à la membrane cellulaire et 
influencent l’expression du transgène (rôle bénéfique ou négatif des HSPG selon le type 
cellulaire et la forme du PEI utilisé qui a été démontré dans le chapitre 4). Cependant leur rôle 
vis-à-vis du transfert de gène n’a jamais été investigué individuellement. Les HSPG 
membranaires arborent une charge globale négative en raison de la présence de groupements 
sulfates et carboxyles sur leurs chaînes polysaccharidiques. Une interaction électrostatique serait 
à l’origine de l’attachement des polyplexes, qui sont chargés positivement, à la surface de la 
cellule. L’accumulation des données concernant les protéoglycanes à héparane sulfate dans le 
contexte du transfert de gène indique que ces derniers seraient également impliqués dans les 
étapes subséquentes à celle de l’attachement des polyplexes [300,301,303,305,308]. Nous avons 
récemment défini le cheminement cellulaire des complexes SDC1 / polyplexes suggérant une 
implication active du SDC1 dans le routage intracellulaire des polyplexes (voir le chapitre 3). 
De plus, il a été démontré que le SDC1 et le SDC2 ont des rôles opposés vis-à-vis du transfert 
de gène. Alors que tous deux sont capables de lier les polyplexes, l’expression du SDC1 permet 
leur internalisation efficace alors que l’expression du SDC2 la retarde fortement et diminue 
significativement l’expression du transgène [308]. Nous avons également mis en évidence par 
des expériences de « perte de fonction » que les GPC présents naturellement à la surface des 
cellules CHO et HEK293 inhibent l’efficacité du transfert de gène par le LPEI (voir le chapitre 
4). Dépendamment de son profil d’expression des HSPG, une cellule serait donc plus ou moins 
permissive au transfert de gène par le PEI. A la lumière de ces observations, nous émettons 
l’hypothèse que tous les HSPG ont la capacité de lier les polyplexes mais seuls certains sont 
compétents quant à leur endocytose et / ou leur cheminement vers le noyau.  
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Objectif et Approches Expérimentales 
L’objectif de cette étude est d’évaluer le rôle individuel de chaque HSPG dans le processus de 
transfert de gène et en particulier au niveau de la capture des polyplexes et leur cheminement 
efficace jusqu’au noyau. Pour ce faire, plusieurs approches expérimentales ont été utilisées. 
Premièrement, nous avons construits des vecteurs d’expression permettant d’obtenir des 
protéines de fusion HSPG-mRFP1 (du côté C-terminal pour les SDC et N-terminal pour les 
GPC). Chaque HSPG en fusion avec la mRFP1 a été exprimé de manière transitoire à la surface 
des cellules CHO-3E7. L’utilisation de l’étiquette mRFP1, nous permet d’identifier les cellules 
qui expriment les différents HSPG ainsi que leur niveau d’expression. Le système étant 
inductible (présence de l’opéron tétracycline décrit à la figure 57), l’effet spécifique des HSPG 
dans le processus du transfert de gène peut être observé en fonction de leur niveau d’expression. 
Deuxièmement, le domaine extracellulaire de chaque HSPG en fusion à la mRFP1 a été produit 
dans le but d’étudier l’impact de leur présence dans le milieu de culture sur l’efficacité du 
transfert de gène. En effet, les HSPG sont naturellement éliminés à la surface des cellules par 
un clivage enzymatique constitutif et leur accumulation dans le milieu de culture peut ainsi avoir 
un impact sur la transfection. Une concentration croissante de chaque domaine extracellulaire a 
été ajoutée dans le milieu de culture 24 heures avant la transfection des cellules par le LPEI. 
L’effet compétitif entre chaque domaine extracellulaire et les HSPG présents naturellement à la 
surface des cellules a été évalué, ainsi que la capacité de chacun à induire la dissociation des 
polyplexes. Troisièmement, nous avons exprimé de manière stable chaque HSPG à la surface 
des cellules CHOBRI-55E1 afin de corroborer et compléter les résultats des deux premières 
approches décrites ci-dessus.      
Méthodes Expérimentales 
Maintenance Cellulaire 
Les cellules CHO-3E7 qui expriment de façon stable une forme tronquée mais fonctionnelle de 
l’antigène nucléaire 1 du virus Epstein Barr (EBNA1) sont maintenues en suspension et en 
absence de sérum dans le milieu Freestyle F17 Expression Medium (Thermo Fisher Scientific) 
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supplémenté avec 4 mM de L-glutamine (Sigma) et 1 g/L de Pluronic® F-68 (Thermo Fisher 
Scientific). Les cultures cellulaires sont maintenues en flacons ventilés (Corning Inc. Life 
Sciences) dans un incubateur humidifié à 37°C avec 5% de CO2 et sous agitation continue (120 
rpm).  
Les différentes lignées cellulaires CHOBRI-55E1 exprimant de manière stable chaque HSPG sont 
maintenues en suspension et en absence de sérum et de glutamine dans le milieu HyCell 
TransFx-C (Thermo Fisher Scientific) supplémenté avec 50 µM de L-Méthionine Sulfoximine 
(MSX). Un volume total de 9 mL de culture cellulaire a été dispersé dans des plaques de six 
puits « profonds ». Celles-ci ont été disposées dans un incubateur humidifié à 37°C avec 5% de 
CO2 et sous agitation continue (140 rpm).   
La dilution des cultures est effectuée tous les deux à trois jours afin de maintenir une densité 
cellulaire comprise entre 0,1 et 2 × 106 cellules / mL (phase exponentielle de croissance). La 
numération cellulaire et la viabilité sont déterminées à l’aide du compteur automatisé Cedex 
AS20 (Innovatis AG) et basé sur la méthode d’exclusion du bleu trypan (Thermo Fisher 
Scientific). Brièvement, les cellules vivantes, ayant une membrane intacte, excluent le bleu 
trypan qui est une macromolécule anionique. Le bleu trypan est donc capable de pénétrer dans 
les cellules mortes qui apparaissent colorées en bleu. Le temps de doublement des cellules CHO-
3E7 et des différentes lignées cellulaires CHOBRI-55E1 est estimé à environ 16 heures et 15 
heures, respectivement.  
Clonage Moléculaire des Constructions Plasmidiques  
Généralités 
Les plasmides contenant la séquence codante de chaque protéoglycane à héparane sulfate, c’est-
à-dire les 4 syndécanes (SDC1-4) et 5 glypicanes (GPC1, 2, 3, 5 et 6), en fusion à la protéine 
fluorescente rouge monomérique (mRFP1) [355], ont été générés pour cette étude. Ces 
plasmides (pTT40) possèdent (i) un opéron tétracycline en aval du promoteur CMV5 (figure 
57), (ii) une séquence polyA permettant d’augmenter la stabilité des ARN messagers, et (iii) une 
origine de réplication épisomale OriP du virus Epstein Barr permettant la réplication du 
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plasmide dans les cellules de mammifères exprimant EBNA1. Ils comportent également (iv) 
une origine de réplication bactérienne pMB1 et (v) un gène de résistance à l’ampicilline sous le 
contrôle d’un promoteur bactérien permettant son amplification et la sélection clonale. Nous 
avons également construit des plasmides contenant la séquence codante des domaines 
extracellulaires de chaque HSPG en fusion avec la protéine mRFP1 et les plasmides nécessaires 
à l’établissement des « pools » cellulaires stables (pTT75). Une liste des constructions 
plasmidiques et des stratégies de clonage utilisées se trouvent en Annexe 5.  
 
 
Figure 57 : Mécanisme de la commutation par la tétracycline 
Le contrôle coordonné de l'expression d’un gène d’intérêt (HSPG) est possible grâce à l’opéron 
tétracycline. De manière générale, ce système inductible permet la transcription du gène 
d’intérêt en présence de tétracycline. (A) L’interaction entre le répresseur (TetR) et l’opéron 
tétracycline réprime l’activité du promoteur CMV5 empêchant la transcription du gène 
d’intérêt. (B) En présence de tétracycline (inducteur), la conformation du répresseur TetR 
change et prévient la liaison de ce dernier à l’opéron tétracycline. L’activité du promoteur est 
restaurée et la transcription du gène d’intérêt est possible.   
De manière générale, le clonage moléculaire consiste à introduire un fragment d'ADN (insert) 
dans un vecteur plasmidique. Le plasmide « donneur » est digéré par des enzymes de restriction. 
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Ces dernières reconnaissent des séquences palindromiques et clivent les liaisons phosphodiester 
à chaque extrémité de cette séquence. L’insert est ensuite introduit dans un plasmide 
« receveur » (vecteur) préalablement digéré par les mêmes enzymes de restriction ou d’autres 
pour autant que les extrémités générées soient compatibles. L’intégration de l’insert dans le 
vecteur est le résultat de la ligation. Le produit final est un ADN recombinant dans le sens où il 
est composé d’ADN de différentes sources.  
Digestion Enzymatique des Plasmides  
La digestion de 1 µg de plasmide est réalisée dans un volume final de 10 µL contenant 1 µL de 
chaque enzyme de restriction (New England Biolabs, Inc.), 1 µl de tampon NEBuffer (New 
England Biolabs, Inc.) et 1 µL d’albumine de sérum bovin (BSA) lorsque recommandé par le 
fournisseur. Les mélanges de digestion sont ensuite incubés à une température de 37ºC pendant 
deux à douze heures dépendamment de l’efficacité et la compatibilité des enzymes de 
restrictions utilisées. Les produits de digestion sont séparés par électrophorèse sur gel d’agarose 
1% contenant 12 µg de bromure d’éthidium (BET) dans un tampon Tris / Borate / Éthylène 
diamine tétra-acétique (EDTA, tampon TBE). Une durée de 30 minutes à 200 V est 
généralement nécessaire pour la séparation adéquate des produits de digestion. La taille (en paire 
de bases) de chaque fragment est déterminée grâce au marqueur de poids moléculaire 1 kb DNA 
Ladder (Invitrogen). Enfin, les fragments d'intérêts sont découpés à l’aide d’un scalpel et 
purifiés avec la trousse « QIAEXII gel extraction » (Qiagen) en suivant les instructions du 
fournisseur.  
Amplification par Réaction en Chaîne de la Polymérase (PCR) 
La PCR est une technique permettant d’amplifier de manière exponentielle l’ADN in vitro par 
l’action enzymatique d’une polymérase. Cette méthode a été utilisée dans le but d’amplifier les 
séquences d’ADN codant pour le domaine extracellulaire de chaque HSPG. Les amorces 
utilisées ont permis d’introduire un site de restriction AgeI du côté 5’ et EcoRI du côté 3’. 
Chaque mélange de réaction contient 1 µL de plasmide (25 ng), 1 µL d’un mélange de dNTP 
(10 mM), 5 µL de tampon ThermoPol® Reaction Buffer (New England Biolabs, Inc.), 1 µL de 
chaque amorce (20 pmol/µl) et 0,5 µL de l’enzyme polymérase VentR® (5U/µL). Le mélange 
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est complété à un volume final de 50 µL par ajout de la quantité nécessaire d’eau milli-Q. 
Chaque réaction de PCR est initiée par une étape de dénaturation de l’ADN à une température 
de 95ºC pendant 1 minute. L’hybridation des amorces est généralement réalisée à une 
température de 55ºC pendant 1 minute. Enfin, l’élongation de l’ADN par la polymérase est 
effectuée à une température de 72ºC dont la durée dépend de la longueur de l’ADN à amplifier. 
L’enchaînement de ces trois étapes définit un cycle de polymérisation qui est répété 35 fois. La 
purification des produits de PCR est réalisée à l’aide de la trousse « QIAquick PCR purification 
kit » (Qiagen) en suivant les instructions du fournisseur.      
Digestion Enzymatique des Produits de PCR  
Les fragments d’ADN amplifiés par PCR sont digérés avec les enzymes de restriction AgeI et 
EcoRI. Le mélange de digestion contient 40 µL du produit de PCR purifié et 1 µL de chaque 
enzyme de restriction complété à un volume final de 50 µL avec de l’eau milli-Q. La taille des 
fragments est vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose (1%).   
Ligation 
La ligation des inserts et du vecteur se fait dans un volume final de 10 µL contenant un ratio 
insert/vecteur égal à 3/1, 0,5 µL de l’enzyme T4 DNA ligase (200 unités) et 1 µL de tampon (50 
mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 10 mM de dithiothréitol ou DTT). Le mélange est 
incubé à température ambiante pendant deux heures.  
Transformation Bactérienne 
Suite à la ligation, plusieurs recombinaisons d’ADN sont possibles d’où la nécessité de 
sélectionner le clone bactérien ayant intégré le plasmide d’intérêt. Pour ce faire, 10 µL de la 
solution de ligation sont ajoutés à 80 µL de bactéries compétentes E. coli DH5α, puis le tout 
incubé 30 minutes sur la glace. Un choc thermique effectué à 42ºC pendant 1 minute, suivi d’une 
incubation de 2 minutes sur la glace permet de compléter la transformation bactérienne. 90 µL 
de bactéries transformées ont été ensemencés sur une gélose agar (Difco) - Circlegrow (MP 
Biomedicals) contenant 100 µg/mL d’ampicilline. Une incubation à 37ºC toute une nuit permet 
la formation de colonies bactériennes visibles à l’œil nu. Chaque colonie correspond à un clone 
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bactérien. On parle ici de clone car tous les individus de la colonie sont génétiquement 
identiques.      
Criblage des Clones 
De manière générale, un nombre de 6 colonies isolées sont amplifiées dans 1 mL de milieu 
Circlegrow (MP Biomedicals) contenant 100 µg/mL d’ampicilline (Sigma). Les cultures sont 
incubées 6 heures à 37ºC sous agitation continue (250 rpm). Le matériel génétique présents dans 
chaque clone est purifié à l’aide de la trousse « QIAPrep Spin Miniprep » (Qiagen) en suivant 
les instructions du fournisseur. Les enzymes de restriction permettant de distinguer la présence 
de l’insert correctement intégré dans le vecteur sont sélectionnées et les produits de cette 
digestion sont visualisés sur gel d’agarose (1%). Enfin, le clone bactérien ayant intégré le 
plasmide d’intérêt est sélectionné.  
Amplification des Plasmides 
Les plasmides sont amplifiés suite à la transformation de 50 µL de bactéries compétentes E. coli 
DH5α avec 25 ng de plasmide d’intérêt (voir le paragraphe « transformation bactérienne » pour 
plus de détails). Un volume de 5 µL du clone sélectionné est ajouté à 100 mL de milieu 
Circlegrow (MP Biomedicals) contenant 100 µg/mL d’ampicilline (Sigma). La culture 
bactérienne est ensuite incubée à 37ºC sous agitation constante (250 rpm) toute une nuit. Les 
plasmides sont purifiés suivant un protocole (sous licence) développé dans notre laboratoire. La 
dernière étape de la purification consiste à dissoudre le matériel génétique dans un tampon TE 
(10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA). Notons que de manière systématique, un aliquot de 
500 µL de culture bactérienne est melangé à 500 µL de glycérol (50%) et conservé à -80ºC dans 
le but de créer notre banque de clones bactériens.  
Quantification et Pureté des Plasmides 
La concentration des plasmides purifiés est déterminée par la mesure de l’absorbance à 260 nm 
à l’aide d’un Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). La pureté de chaque construction 
plasmidique est vérifiée par le rapport 260/280 et observée par électrophorèse sur gel d’agarose 
(1%).  
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Transfection des Cellules 
Expression Transitoire des Protéoglycanes à Héparane Sulfate dans les Cellules CHO-
3E7 
Les cellules CHO-3E7 sont transfectées par lipofection à une densité cellulaire comprise entre 
1 et 1,5 x 106 cellules/mL. Lorsque la densité est supérieure à 1,5 x 106 cellules/mL, celle-ci est 
ramenée à 1 x 106 cellules/mL par dilution dans du milieu frais. Un volume de 1,8 mL de culture 
est reparti dans une plaque à six puits (Nunc). Les lipoplexes sont ensuite formulés avec la 
quantité de FreeStyleTM Max recommandée par le fournisseur (Thermo Fisher Scientific) et 2 
µg d’un mélange d’ADNp contenant 90% d’ADNp codant pour le répresseur TetR et 10% 
d’ADNp codant pour chaque HSPG (figure 58). Ensuite, 200 µL de cette préparation sont 
ajoutés à chaque puit. Les plaques six-puits sont retournées dans un incubateur humidifié à 37ºC 
en présence de 5% de CO2 et sous agitation continue (120 rpm). Un jour après la lipofection, 
l’expression des HSPG a été induite par l’ajout de concentration croissante de tétracycline 
jusqu’à un maximum de 400 ng/mL. L’induction est poursuivie durant 24 heures en moyenne 
et monitorée par cytométrie en flux et microscopie de fluorescence.  
 
Figure 58 : Détermination du ratio répresseur / ADN d’intérêt pour l’expression transitoire 
de chaque HSPG. 
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Le plasmide nommé pTT40-mRFP1-GPI a été utilisé dans cette expérience et permet 
l’expression de la protéine fluorescente mRFP1 à la surface des cellules et possédant un 
ancrage membranaire de type GPI. Le ratio optimal répresseur (TetR) / plasmide d’intérêt a 
ainsi été déterminé et indique que malgré la présence de 90% de plasmide codant pour le gène 
tetR, on observe une expression basale du transgène. L’intensité de fluorescence moyenne (à 
gauche) est exprimée en pourcentage relatif par rapport au contrôle. Le pourcentage de cellules 
fluorescentes à la suite de la transfection dans chacune des conditions est représentée à droite.   
Transfection des Cellules CHO-3E7 par le Polyéthylènimine Linéaire  
Les cellules CHO-3E7 sont transfectées par polyfection à une densité cellulaire comprise entre 
1,5 et 2 x 106 cellules/mL. Lorsque la densité est supérieure à 2 x 106 cellules/mL, celle-ci est 
ramenée à 1,5 x 106 cellules/mL par dilution dans du milieu frais. De manière similaire à la 
lipofection, un volume de 1,8 mL de culture cellulaire est reparti dans une plaque à six puits 
(Nunc). Lorsque le but de la transfection est de produire le domaine extracellulaire des HSPG, 
les cellules sont amplifiées jusqu’à un volume de 450 mL maintenues dans un flasque de 1 L. 
Une quantité de 1 µg d’ADN par mL de culture est mélangée au PEI « Max » (PolyScience) à 
un ratio w:w égal à 5 pour former les polyplexes. La réaction de complexation est arrêtée au 
bout de 10 min en ajoutant, soit 200 µL de la préparation à chaque puit, soit 50 mL à chaque 
culture cellulaire de 450 mL. Les plaques six-puits ou flasques sont ensuite retournés dans un 
incubateur humidifié à 37ºC en présence de 5% de CO2 et sous agitation constante (120 rpm).  
Cytométrie en Flux 
La cytométrie en flux, technique sur laquelle nous nous appuyons largement dans cette étude, 
permet l’identification de sous-population au sein d’une population complexe et hétérogène de 
cellules entraînées par un flux. Cette méthode d’analyse à l’avantage d’être multiparamétrique 
et quantitative. Elle permet d’obtenir des informations précises et significatives à condition de 
disposer de données suffisantes. La valeur et la précision de ces informations sont liées à la taille 
de l’échantillon analysé et au nombre de mesures effectuées. Ainsi chaque graphique présenté 
dans la section « résultats » est le fruit d’une compilation de trois expériences individuelles (au 
minimum) effectuées en triplicata.  
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Dans un premier temps, le pourcentage de cellules mRFP1 positives et l’intensité moyenne de 
la fluorescence ont été évalués afin de renseigner la quantité de cellules exprimant le gène de 
chaque HSPG (en fusion à la mRFP1) et leur niveau d’expression. Les cellules sont ensuite 
transfectées avec du PEI linéaire dans le but d’étudier l’impact de chaque HSPG sur 
l’internalisation des polyplexes et l’efficacité de transfection résultante. Pour ce faire, l’ADNp 
codant pour un gène rapporteur fluorescent (protéine fluorescente bleue ou BFP) a été 
préalablement marqué avec l’agent intercalant YOYO-1®iodide (Thermo Fisher Scientific) 
selon les instructions du fournisseur. Les polyplexes formés dans ces conditions sont alors 
visibles par cytométrie en flux et le pourcentage de cellules ayant internalisées les polyplexes 
ainsi que l’intensité moyenne par cellule sont analysés. L’efficacité de transfection est 
déterminée par le pourcentage de cellules exprimant le gène de la BFP et son intensité de 
fluorescence moyenne. En résumé, trois paramètres fondamentaux sont déterminés par 
cytométrie en flux (figure 59) à savoir, (i) le niveau d’expression de chaque HSPG dans les 
cellules lipofectées (mRFP1), (ii) la quantité de polyplexes internalisés (YOYO-1/FITC) dans 
les cellules exprimant chaque HSPG en comparaison avec les cellules négatives, i.e. 
n’exprimant pas d’HSPG (iii) le pourcentage de cellules exprimant chaque HSPG et le gène de 
la BFP versus le pourcentage de cellules mRFP1 négatives exprimant le gène de la BFP. Un 
volume de 250 à 500 µL d'échantillon est prélevé, filtré à travers un tissu Nitex 310 μm (Sefar 
Group) et analysé par cytométrie en flux avec les appareils BDTM LSR II ou BD LSRFortessaTM 
(Becton-Dickinson & Co.). Chaque détecteur collecte le signal de fluorescence et le transforme 
en signal électronique qui est finalement converti en signal digital. Un minimum de 10 000 
cellules individuelles et vivantes sont analysées par échantillon. Le logiciel BD FACSDiva 
permet d’analyser les données expérimentales.  
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Figure 59 : Principe de la cytométrie en flux. 
Microscopie à Fluorescence 
L’efficacité de transfection peut aussi être appréciée de manière qualitative par l’analyse des 
échantillons en microscopie à fluorescence. Ainsi les cellules exprimant soit le transgène de la 
mRFP1 (583/612, excitation emission maximale en nm), soit GFP (474/509), soit BFP 
(387/450) sont observées avec un microscope inversé Leica DMIL (équipé d’un objectif c-Plan 
40 x et 10 x). L’acquisition des images est réalisée avec le logiciel IrfanView version 4.23.  
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Purification des Domaines Extracellulaires des Protéoglycanes à Héparane 
Sulfate   
Au jour 6 après la transfection, 500 mL (volume final) de cellules CHO-3E7 sont récoltés et les 
protéines d’intérêt (possédant une étiquette de huit histidines à l’extrémité C-terminale) 
purifiées. La purification se déroule en trois étapes (figure 60) qui sont décrites ci-après.  
La première étape est une chromatographie par échange d’ions réalisée sur une colonne 
Fractogel® EMD SO3- (5 mL, Merck Millipore). La colonne est préalablement équilibrée dans 
un tampon phosphate salin (PBS) à pH 5. Chaque échantillon est dilué avec de l’acide acétique 
(0,5 M) jusqu’à atteindre un pH inférieur à 5 et déposé sur la colonne. Une étape de lavage avec 
le tampon PBS pH 5 permet d’éliminer quelques contaminants. L’élution des protéines d’intérêt 
est réalisée dans un tampon PBS pH 7,3 et collectée par fraction de 50 mL.   
La seconde étape consiste en une chromatographie d’affinité sur ions métalliques immobilisés 
(IMAC) en utilisant une colonne Fractogel® Chelate EMD (5 mL, Merck Millipore). Cette 
chromatographie est basée sur l’affinité de l’étiquette Histidine (x8) pour le cobalt 
préalablement déposée dans la colonne. Celle-ci est équilibrée dans un tampon PBS pH 7,3 et 
chargée avec les fractions d’élution obtenues à la première étape de purification. Après deux 
lavages dans des conditions de stringence croissante. Les protéines d’intérêt liées à la colonne 
sont éluées dans un tampon contenant 50 mM de phosphate de sodium, 300 mM de chlorure de 
sodium (NaCl), 300 mM d’imidazole à pH 7. Des fractions de 1 mL sont collectées et quantifiées 
à l’aide du Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) afin de tracer le profil d’élution de 
chaque protéine. 
La dernière étape de purification est une chromatographie par filtration sur gel réalisée sur une 
colonne Econo-Pac 10G (BioRad) et permet le « dessalage » des protéines purifiées. Un volume 
de 3 mL correspondant aux fractions d’élution contenant la plus haute concentration protéique 
est déposé sur la colonne. L’élution des protéines d’intérêt est effectuée avec 4 mL de PBS. 
Chaque protéine purifiée est quantifiée, filtrée (0,22 µm) et conservée à -80ºC.  
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Figure 60 : Représentation schématique des étapes de la purification des ectodomaines.  
Électrophorèse sur Gel de Polyacrylamide en Présence de Dodécylsulfate de 
Sodium (SDS-PAGE) 
Dans le but de déterminer la pureté de notre matériel protéique et d’estimer son poids 
moléculaire, un échantillon de chaque protéine purifiée (20 µL contenant 2 µg de matériel pur) 
est analysé par SDS-PAGE. Les échantillons sont dilués dans un tampon NuPage Sample Buffer 
4X (Invitrogen) contenant 200 mM de DTT (Sigma), puis dénaturés par la chaleur (10 min à 
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70ºC). Les échantillons et le standard de poids moléculaire SpectraTM multicolor Broad Range 
Protein Ladder (Fermentas Life Sciences) sont chargés dans un gel NuPAGE® Novex 4-12% 
Bis-Tris Gel 1,0 mm (Thermo Fisher Scientific). Le tampon MES SDS Running Buffer 1X 
(Thermo Fisher Scientific) est utilisé pour la migration opérée à 200 V pendant 1 heure. Après 
deux rinçages à l’eau Milli-Q, les gels sont baignés 15 minutes dans un tampon contenant 30% 
de d’éthanol, 10% d’acide acétique et 0,5% de bleu brillant de Coomassie (Sigma). Les gels 
sont enfin décolorés par une solution de décoloration (30% éthanol, 10% acide acétique) pendant 
2 heures et plus si nécessaire.  
Western Blot 
Dans le cas de l'immunobuvardage de type Western, 1 µg de protéines purifiées a été 
préalablement séparé sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante tel que décrit ci-
dessus. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose 0,2 µm 
(Schleicher & Schuell). Le transfert est effectué dans un tampon Tris-glycine pendant 50 min à 
300 mA. La membrane est saturée durant 30 minutes avec une solution de blocage contenant de 
la caséine et 0.1% de thimérosal (Roche Diagnostics), puis rincée dans un tampon PBS-Tween 
0.1% (2 x 5 min). La membrane est placée dans un cylindre et incubée 1 heure avec une solution 
d’anticorps primaire de souris anti-mRFP1 (obtenu au laboratoire) dilué 1/50. La membrane est 
rincée à trois reprises dans de l'eau Milli-Q et le tampon PBS-Tween 0,1% (1 x 5 minutes). 
L’incubation de la membrane avec un anticorps secondaire anti-souris conjugué à la peroxydase 
(HRP, Sigma) et dilué 1/3000 finalise la méthode. Les bandes immunoréactives sont révélées 
par chimiluminescence et imagées à l'aide de l'appareil Kodak Digital Science Image Station 
440cf (Eastman Kodak).  
Quantification de l’ADN Double Brin par le PicoGreen® 
La trousse « Quant-iTTM PicoGreen® » (Thermo Fisher Scientific) a été utilisée en suivant les 
instructions du fournisseur. Brièvement, la trousse contient un réactif fluorescent sensible à 
l’ADN double brin permettant de mesurer des quantités de l’ordre du pg/mL à l’aide d’un 
spectromètre à fluorescence conventionnel. Une solution de travail doit être préparée 
fraîchement avant chaque expérience. Une courbe standard en 5 points couvrant des 
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concentrations comprises entre 20 ng/mL à 1280 ng/mL) a été réalisée avec un ADN de type 
plasmidique pour s’assurer une bonne corrélation avec les mesures de nos échantillons. 100 µL 
d’échantillon dilué 10 fois dans du tampon TE sont ajoutés à 100 µL de la solution de travail. 
Le mélange est incubé 5 minutes à température ambiante à l’abri de la lumière. La fluorescence 
(excitation 480 nm / émission 520 nm) est mesurée à l’aide d’un spectromètre lecteur de plaque 
(Gemini EM Rom v2).   
Obtention de « Pools » Cellulaires Stables  
Système Inductible au Cumate 
Le système inductible au cumate repose sur l’utilisation d’un opérateur cumate (CuO) et de son 
répresseur issu de la bactérie Pseudomonas putida FI (CymR) [402]. D’une part, le promoteur 
nommé CR5 a été obtenu suite à la fusion de la séquence génomique de l’opérateur CuO avec 
la boîte TATA minimale du promoteur du cytomégalovirus humain (CMV) qualifié de « fort ». 
D’autre part, le répresseur CymR a été fusionné au transactivateur VP16 du virus de l’herpès 
simplex. Le transactivateur chimérique ainsi obtenu a été nommé cTA. Celui-ci est capable de 
se lier à l’opérateur CuO en l’absence de cumate et permet ainsi l’expression du transgène. 
Cependant, cette configuration est limitante dans le sens où l’expression du transgène nécessite 
l’élimination du cumate. Dans le but d’induire une expression du transgène en présence de 
cumate uniquement, la séquence du répresseur CymR a été modifiée par mutagénèse, puis 
fusionnée avec le VP16 donnant naissance au transactivateur chimérique inversé rcTA. En 
présence de cumate (mode ON), l’expression du transgène est activée par la liaison du rcTA au 
promoteur CR5. En absence de cumate (mode OFF), le promoteur CR5 est libre et inactif. 
Notons tout de même qu’une expression basale du transgène est visible en mode OFF. 
La Lignée Cellulaire CHOBRI-55E1 
La lignée cellulaire CHOBRI (clone 55E1), dont l’origine et le développement sont des 
informations confidentielles, a été utilisée afin de générer des pools cellulaires exprimant de 
manière stable les protéines de fusion HSPG-mRFP1. Le clone CHOBRI-55E1 est compatible 
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avec le commutateur cumate (figure 61) et le système de sélection basé sur le couple glutamine 
synthétase / L-méthionine sulfoximine (GS / MSX) détaillé plus bas.   
 
 
 
Figure 61 : Représentation schématique du commutateur cumate d’après Mullick A. et al., 
2006 [402]. 
Transfection 
La transfection de la lignée parentale CHOBRI-55E1 est la première étape en vue de l’obtention 
de nos différents « pools » cellulaires stables. Les cellules CHOBRI-55E1 sont donc transfectées 
par polyfection à une densité cellulaire comprise entre 1,5 et 2,5 x 106 cellules/mL et une 
viabilité supérieure à 95 %. Une quantité de 1 µg d’ADN par mL de culture est mélangée à une 
solution de 3 µg de PEIproTM (Polyplus) par mL de culture. Le mélange ADN / PEI est incubé 
10 minutes à température ambiante avant d’être ajouté goutte à goutte aux cellules. Ces 
conditions de transfection des cellules CHOBRI-55E1 maintenues dans le milieu de culture 
HyCell TransFx-C (Thermo Fisher Scientific) ont été préalablement évaluées comme étant 
optimales. Les cellules sont transfectées avec les différentes constructions plasmidiques 
obtenues à cet effet (voir la liste en Annexe 5 et l’efficacité de transfection résultante à la figure 
62). Le plasmide pTT75 est un dérivé du plasmide pTT qui a été précédemment développé afin 
de favoriser l’expression stable des r-protéines dans les cellules CHOBRI-55E1. Les cellules 
transfectées sont ensuite retournées dans un incubateur humidifié à 37ºC en présence de 5 % de 
CO2 et sous agitation constante (120 rpm).   
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Figure 62 : Transfection initiale des cellules CHOBRI-55E1.  
 
Système de Sélection GS / MSX 
La sélection des cellules ayant intégrées le plasmide (contenant le transgène et un gène de 
résistance) est une étape nécessaire car l’intégration chromosomique dans le génome de la 
cellule hôte est un évènement très rare. Pour ce faire, on applique une pression de sélection qui 
permet d’éliminer les cellules n’ayant pas intégré de manière stable le plasmide. Le système de 
sélection employé dans cette étude est basé sur l’expression du gène de la glutamine synthétase 
(GS) et a été développé à l’origine par Lonza Biologics (Slough, UK). L’enzyme GS est 
responsable de la synthèse de la glutamine à partir du glutamate et de l’ammoniac (NH3). Il 
s’agit de l’unique voie de synthèse de la glutamine dans les cellules de mammifères. Celle-ci 
est généralement ajoutée dans le milieu de culture afin de supporter les besoins des cellules 
cependant, en absence de glutamine, la survie des cellules dépend de cette voie métabolique. 
Ainsi dans un milieu sans glutamine et en présence d’un inhibiteur de l’enzyme GS endogène 
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(MSX), les cellules ne parviennent pas à survivre. Par contre, dans le cas où une copie du gène 
GS est intégré dans une cellule, cette dernière est capable de survivre dans un milieu non 
supplémenté en glutamine et contenant du MSX [403]. 
Un jour après la transfection de la lignée parentale CHOBRI-55E1, le milieu de culture HyCell 
TransFx-C est supplémenté avec une concentration finale de 50 µM de MSX. La densité de 
cellules viables est évaluée tous les jours. Durant la phase de sélection, on observe une 
diminution drastique de la viabilité cellulaire. Une fois que la viabilité atteint 95% et que le 
temps de doublement des « pools » cellulaires est constant d’un passage à l’autre, un échantillon 
de 1 mL est cryo-préservé dans un mélange de milieu (HyCell TransFx-C) additionné de 10% 
(v/v) de diméthylsulfoxyde (DMSO).  
 
 
Figure 63 : Phase de sélection des « pools » cellulaires exprimant de manière stable chaque 
protéoglycane à héparane sulfate. 
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La phase de sélection peut durer entre 2 à 3 semaines (figure 63) et permet d’obtenir un « pool » 
cellulaire résistant qui exprime chaque protéine de fusion HSPG-mRFP1. Les « pools » 
cellulaires sont constitués d’une population hétérogène de cellules exprimant plus ou moins 
fortement le transgène dépendamment du nombre de copie du gène intégré dans le génome de 
la cellule hôte, et / ou de la position de ces copies dans le génome. Afin d’assurer la stabilité 
des « pools » cellulaires, la pression de sélection est maintenue pendant toute la durée de l’étude. 
Notons qu’un test préalable a permis de conclure que la présence de MSX dans le milieu de 
culture n’affecte pas l’efficacité du transfert de gène.   
Résultats 
Niveau d’Expression des Protéoglycanes à Héparane Sulfate  
Dans le but d’évaluer l’effet de l’expression transitoire de chaque HSPG sur la capture des 
polyplexes, les cellules CHO-3E7 ont été transfectées avec les différentes constructions 
plasmidiques prévues à cet effet (Annexe 5). L’intensité de fluorescence de la protéine mRFP1 
a été déterminé par cytométrie en flux en présence ou en absence d’inducteur (la tétracycline). 
Celle-ci nous renseigne sur le niveau d’expression moyen d’un HSPG dans les cellules CHO-
3E7. Afin de vérifier que la présence de tétracycline dans le milieu de culture n’induit pas une 
fluorescence indésirable, des cellules non transfectées (contrôle) en présence de concentration 
croissante de tétracycline ont été analysées de manière analogue. Les résultats indiquent que la 
présence de tétracycline n’induit pas de fluorescence spontanée par opposition à la fluorescence 
apportée à la cellule par le fluorochrome mRFP1. Le niveau d’expression de chaque HSPG en 
fusion la mRFP1 en mode induit ou non est présenté à la figure 64A (voir l’Annexe 6 pour 
l’observation en microscopie). En absence d’inducteur, on observe une expression basale des 
différents HPSG-mRFP1 dans les cellules. Une augmentation de leur niveau d’expression est 
observée suite à l’induction, bien que celle-ci ne soit pas nécessairement proportionnelle à la 
concentration de tétracycline utilisée. Il est important de noter que l’analyse par cytométrie en 
flux ne permet pas de discriminer la fluorescence membranaire de la fluorescence intracellulaire. 
De ce fait, l’augmentation de la fluorescence moyenne observée n’indique pas nécessairement 
un accroissement de la présence des HSPG à la surface des cellules. En effet, une fois la 
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membrane plasmique saturée en HSPG, l’élévation du signal pourrait être due à l’augmentation 
de la fluorescence au niveau intracellulaire. Cependant, l’analyse par microscopie à fluorescence 
permet de vérifier que les HSPG-mRFP1 surexprimés sont bien localisés à la membrane 
cellulaire (figure 64B) dans les conditions de l’expérience.   
 
 
Figure 64 : Expression transitoire de chaque protéoglycanes à héparane sulfate.  
(A) Niveau d’expression moyen de chaque HSPG dans les cellules CHO-3E7 en absence (0 
ng/mL) ou présence (50 ng/mL et 400 ng/mL) de l’inducteur tétracycline et (B) localisation 
membranaire de CD4-mRFP1 et GPC3-mRFP1.   
De manière générale, plusieurs contrôles expérimentaux vont nous accompagner durant cette 
étude principalement basée sur la méthode de cytométrie en flux : (i) un contrôle de cellules non 
transfectées qui permet de détecter le signal de base, (ii) l’effet de l’expression transitoire de 
chaque HSPG est comparé au « pool » de cellule ne les exprimant pas et consiste en un contrôle 
expérimental interne (lors de la transfection transitoire une partie des cellules expriment le 
transgène et l’autre non), (iii) et enfin un contrôle permettant de s’affranchir de l’impact de 
l’expression transitoire d’une protéine membranaire et de la présence du fluorochrome mRFP1 : 
le CD4 (mRFP1 du côté N-terminal) est une glycoprotéine transmembranaire ne possédant pas 
de chaînes d’héparanes sulfates.  
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Effet de l’Expression Transitoire des Protéoglycanes à Héparane Sulfate sur 
la Capture des Polyplexes  
D’après nos observations antérieures, l’ajout de polyplexes induit un regroupement de SDC1 et 
SDC2 à la membrane cellulaire facilitant ou non l’endocytose des polyplexes ([308] et chapitre 
3). Dans le but de déterminer ce qu’il en est pour les cellules CHO-3E7, nous avons observé par 
microscopie à fluorescence la redistribution des HSPG à la surface des cellules après l’ajout des 
polyplexes. Cependant, ce phénomène n’a pu être observé pour les cellules CHO-3E7 comme 
illustré à la figure 65 (exemple du SDC2). Ceci indique que l’endocytose des polyplexes dans 
les cellules CHO-3E7 n’impliquerait pas le regroupement des HSPG suggérant la mise en place 
d’un autre mécanisme. Sans émettre de conclusion hâtive sur l’efficacité de ce mécanisme, on 
pourra rappeler que les cellules CHO-3E7 produisent jusqu’à 10 fois moins de r-protéines que 
les cellules HEK293 transfectées dans les mêmes conditions [53].  
 
 
Figure 65 : Regroupement de SDC-2 à la surface des cellules CHO-3E7 et HEK293. 
Les cellules CHO-3E7 et HEK293 ont été transfectées avec la construction plasmidique pTT40-
hSDC2-mRFP1 et l’agent de transfection FS-MAX. Les polyplexes à base de LPEI ont ensuite 
été ajoutés aux cultures cellulaires et l’organisation spatiale du SDC-2 présents à la surface 
des cellules observée avec un microscope à fluorescence. Échelle : 15 µm.  
Nous avons ensuite investigué la capacité des cellules exprimant un HSPG spécifique à 
internaliser les polyplexes à base de LPEI. Le vecteur d’expression ayant été préalablement 
marqué avec un l’agent intercalant YOYO-1, il est ainsi possible de suivre l’internalisation et 
l’accumulation des polyplexes dans les cellules par cytométrie en flux. De plus, nos études 
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cinétiques [53] indiquent qu’à 24 heures après la transfection, l’internalisation des polyplexes 
est complète et correspond à la quantité maximale d’ADNp dans les cellules CHO-3E7. Nous 
avons donc choisi d’analyser la capture des polyplexes par les cellules exprimant chaque HSPG 
après 24 heures suivant la transfection. Les résultats présentés à la figure 66 indiquent la 
variation de l’intensité moyenne de fluorescence (YOYO-1) par rapport au contrôle de cellules 
non transfectées. Nos résultats indiquent que l’internalisation des polyplexes dans la cellule est 
augmentée significativement en présence de SDC1, SDC2, SDC3, et GPC2, GPC5, GPC6 à la 
surface des cellules CHO-3E7. Par opposition, la présence de GPC1, GPC3 et SDC4 à la surface 
des cellules diminue l’internalisation des polyplexes. De manière intéressante, on observe que 
l’augmentation du niveau d’expression des HSPG suite à l’induction ne se traduit pas 
systématiquement par un renforcement de leur rôle inhibiteur ou activateur de la capture des 
polyplexes.     
 
Figure 66 : Effet de l’expression transitoire des HSPG sur l’internalisation des polyplexes.  
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Effet de l’Expression Transitoire des Protéoglycanes à Héparane Sulfate sur 
l’Expression du Transgène 
L’efficacité de transfection a été évalué grâce à l’expression du gène rapporteur codant pour la 
BFP. En effet, le pourcentage de cellules doublement fluorescentes (i.e. coexprimant un HSPG-
mRFP1 et la BFP) a été déterminé par cytométrie en flux. Seulement 5% des cellules de la 
culture expriment le gène rapporteur 48 heures après la transfection (exemples à la figure 67). 
Ces résultats ne permettent donc pas de fournir des analyses statistiquement solides afin de 
conclure quant à l’effet de l’expression transitoire d’un HSPG sur l’expression du transgène. 
Suite à ces observations, les cellules CHO-3E7 ont été transfectées avec un ADNp codant pour 
la protéine SEAP. Cette dernière a l’avantage de s’accumuler dans le milieu de culture au cours 
du temps, étant secrétée par les cellules transfectées. L’activité de la protéine SEAP peut être 
facilement mesurée par spectroscopie et est directement proportionnelle à la quantité 
intracellulaire de protéine et de son ARNm. En accord avec nos résultats antérieurs, nous avons 
observé une faible activité de la protéine SEAP produite par les cellules exprimant de manière 
transitoire chaque HSPG.  
Par la suite, nous avons déployé une quantité importante d’efforts afin de contourner ce biais 
expérimental. Plusieurs approches ont été développées pour tenter d’exprimer de manière 
transitoire chaque HSPG à la surface des cellules CHO-3E7 sans prévenir leur transfection 
subséquente par le LPEI. Nous avons procédé à un changement de milieu de culture dans le but 
de réduire la formation d’agrégats, espacer le temps entre les deux transfections, utiliser l’agent 
lipidique Lipofectamine® (Thermo Fisher Scientific), le vecteur viral BacMam (un baculovirus 
recombinant) et l’électroporation. Chacune de nos tentatives a permis d’exprimer les HSPG-
mRFP1 à la surface des cellules mais leur transfection subséquente n’était pas efficace. Dans 
les conditions habituelles de transfection, plus de 50% des cellules CHO-3E7 expriment la BFP 
[53]. Il est probable que la transfection / transduction / électroporation induisent une phase de 
latence au niveau de la croissance cellulaire prévenant une transfection subséquente. Soutenant 
notre hypothèse, Sylvia Brunner et ses collaborateurs [202] démontrent que l’efficacité du 
transfert de gène par les lipoplexes et les polyplexes est dépendante du cycle cellulaire. Ainsi le 
niveau d’expression de la luciférase est augmenté de 30 à 500 fois lorsque les cellules sont 
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préalablement synchronisées en phase S/G2 (proche de la mitose) en comparaison des cellules 
en phase G1. Il existe quelques exemples dans la littérature investiguant l’efficacité de 
transfections répétées, essentiellement dans le contexte de la thérapie génique. In vivo, la 
transfection répétée des cellules épithéliales des voies aériennes par le LPEI (22kDa) révèle que 
l’efficacité de la première transfection n’est jamais égalée. Seulement 10 et 49% de l’efficacité 
initiale est obtenue à la suite d’une seconde transfection réalisée après 7 et 25 jours 
respectivement [118]. Cette diminution de l’efficacité serait le résultat d’un processus 
inflammatoire induit par des cytokines en réponse aux motifs CpG largement présents dans 
l’ADN bactérien [404]. Notons tout de même qu’une transfection préalable des cellules CHO-
3E7 ne prévient pas l’endocytose des polyplexes lors de la seconde transfection puisque plus de 
95% des cellules ont internalisées des polyplexes.  
 
Figure 67 : La transfection par le FS-MAX prévient une transfection subséquente par le LPEI. 
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La Présence des Domaines Extracellulaires dans le Milieu de Culture Réduit 
l’Efficacité du Transfert de Gène 
Le processus de renouvellement naturel des HSPG fait intervenir un clivage enzymatique de 
leur protéine centrale libérant les domaines extracellulaires (ectodomaines) intactes et solubles 
dans la matrice extracellulaire. Il est donc probable que l’expression transitoire des HSPG à la 
surface des cellules CHO-3E7 induise une augmentation de la concentration des ectodomaines 
dans le milieu de culture. Ces derniers peuvent éventuellement interférer avec le processus de 
transfert de gène par le PEI. En effet, les ectodomaines sont capables de lier et neutraliser les 
polyplexes, entrant ainsi en compétition avec les HSPG présents naturellement à la surface des 
cellules CHO-3E7. Dans le but de déterminer dans quelle mesure la présence des ectodomaines 
dans le milieu de culture interfère avec le transfert de gène, ils ont été produits dans les cellules 
CHO-3E7 (figure 68), puis ajoutés dans le milieu de culture 24 heures avant la transfection à 
des concentrations croissantes allant jusqu’à 40 µg d’ectodomaines par millilitre de culture. Les 
protéines CD4 et mRFP1 ont été utilisées comme références. Deux paramètres ont été évalués 
à savoir, l’internalisation des polyplexes et l’expression du transgène de la BFP à 24 et 48 heures 
suivant la transfection, respectivement. 
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Figure 68 : Production des ectodomaines des protéoglycanes à héparane sulfate. 
Chaque HSPG a été produit dans les cellules CHO-3E7 et purifié tel qu’indiqué dans la section 
« méthodes expérimentales » (A : rendements de production). (B) Un échantillon de chaque 
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préparation contenant 1,8 µg d’HSPG purifié a été analysé par électrophorèse en condition 
dénaturante. Le bleu de coomassie a été utilisé pour colorer et visualiser les HSPGs. (C) Le 
contenu en protéines d’intérêt a été évalué suite au transfert western en utilisant les anticorps 
anti-mRFP1 et anti-mouse IgG couplé à la peroxydase du raifort (HRP). (D) La présence de 
chaînes d’héparanes sulfates a été confirmée suite au traitement de 1,8 µg d’ectodomaines par 
l’enzyme héparinase III. Le néo-épitope généré par l’héparinase III a été détecté en utilisant les 
anticorps 3G10 et anti-mouse IgG couplé à la HRP. La présence des chaînes d’héparanes 
sulfates est ainsi confirmée lorsqu’un signal est observé.      
Nos résultats révèlent que la présence de mRFP1 et de l’ectodomaine CD4 n’affecte pas 
l’internalisation des polyplexes (figure 69). De manière surprenante, les ectodomaines SDC2 et 
SDC3 n’ont également pas d’effet significatif sur l’internalisation des polyplexes. Par contre, 
en présence de concentrations croissantes des ectodomaines SDC1, SDC4, GPC1, GPC2, GPC3, 
GPC5 et GPC6, une réduction systématique de l’internalisation des polyplexes est observée. En 
présence de SDC1, SDC4 et GPC1, seulement une haute concentration d’ectodomaine affecte 
l’internalisation des polyplexes. Ces résultats nous informent sur le degré d’affinité de chaque 
ectodomaine pour les polyplexes et indiquent que ceux de SDC1, SDC4, GPC1, GPC2, GPC3, 
GPC5 et GPC6 ont une affinité pour les polyplexes contrairement aux ectodomaines SDC2 et 
SDC3. Parmi les différents ectodomaines celui de GPC2, GPC3 et GPC6 exhibent la plus forte 
affinité pour les polyplexes diminuant de manière drastique leur capture par les cellules. Afin 
de clarifier la signification de ces résultats prenons comme exemple le GPC3 et GPC6. 
Premièrement, lorsque le GPC3 est exprimé à la surface des cellules, on remarque une inhibition 
de l’internalisation des polyplexes. De plus, l’ectodomaine GPC3 arbore une forte affinité pour 
les polyplexes diminuant leur attachement et de ce fait leur internalisation dans les cellules. 
GPC3 serait donc capable de lier les polyplexes mais cette interaction ne permettrait pas leur 
internalisation efficace. Il est possible que celle-ci soit retardée (comme c’est le cas avec SDC2 
dans les cellules HEK293 [308]) ou bien annulée par le clivage de l’ectodomaine GPC3 (effet 
antagoniste, page 49). Deuxièmement, lorsque le GPC6 est exprimé à la surface des cellules, on 
remarque un bénéfice significatif au niveau de l’internalisation des polyplexes. Lorsque les 
ectodomaines GPC6 sont présents dans le milieu de culture, on observe une forte affinité pour 
les polyplexes. Ceci suggère que le GPC6 serait capable de lier les polyplexes et d’induire leur 
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internalisation efficace. Dans le cas où aucun effet n’est notable au niveau de l’internalisation 
des polyplexes en présence d’ectodomaines dans le milieu de culture (SDC2 et SDC3), cela ne 
signifie pas pour autant qu’ils ne soient pas capables de lier les polyplexes. En effet, l’affinité 
de ces ectodomaines n’est simplement pas assez importante pour affaiblir l’attachement des 
polyplexes aux HSPG présents naturellement à la surface des cellules CHO-3E7.  
 
 
Figure 69 : Domaines extracellulaires des HSPG et internalisation des polyplexes. 
De manière intuitive, la réduction de l’internalisation des polyplexes devrait affecter 
proportionnellement l’expression du transgène. C’est pourquoi l’effet de la présence des 
ectodomaines dans le milieu de culture sur le pourcentage des cellules exprimant le transgène a 
été déterminé (figure 70). L’ajout de mRFP1 et l’ectodomaine CD4 dans le milieu de culture 
n’a pas d’effet sur l’expression du transgène comme on pouvait s’y attendre. De plus, à 
l’exception du SDC2 et SDC3, l’ajout des différents ectodomaines dans le milieu de culture 
aboutit à une réduction du pourcentage de cellule exprimant le transgène. Ces résultats 
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corroborent nos observations relatives à l’internalisation des polyplexes en présence des 
ectodomaines.  
 
 
Figure 70 : Domaines extracellulaires des HSPG et efficacité du transfert de gène. 
Dissociation des Polyplexes 
La dissociation des polyplexes est un mécanisme additionnel par lequel les ectodomaines des 
HSPG pourraient interférer avec le processus de transfert de gène (page 55). Dans cette optique, 
la capacité des ectodomaines (produits dans les cellules CHO-3E7) à induire la dissociation des 
polyplexes a été évaluée. Pour ce faire, certains glypicanes et syndécanes ont été sélectionnés : 
les ectodomaines GPC3 et GPC6 ont été choisis en raison de leur forte affinité pour les 
polyplexes et effet inhibiteur sur l’expression du transgène, l’ectodomaine GPC1 fait également 
partie de la sélection en raison de sa faible affinité mais aussi sa capacité à inhiber le transfert 
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de gène, enfin les ectodomaines SDC1 et SDC2 ont été choisis pour leur capacité à lier les 
polyplexes malgré une faible affinité d’interaction et parce que nous avions mis en évidence 
leur rôle opposé vis-à-vis du transfert de gène dans les cellules HEK293 [308]. Les polyplexes 
ont été formés dans les conditions suffisantes à la condensation de l’ADNp c’est-à-dire à un 
ratio LPEI : ADN égal à 0,5 et une complexation d’une durée de 15 minutes. Chaque 
ectodomaine a été ensuite ajouté dans le milieu de complexation à des concentrations croissantes 
et incubés pendant 30 minutes. L’ADN non condensé peut être quantifié grâce à l’agent 
fluorescent intercalant Picogreen® comme décrit dans la section « méthodes expérimentales » 
(figure 71). De manière générale, on observe une faible quantité d’ADN décondensé suite à 
l’ajout des ectodomaines (≤ 7,7 % de la quantité totale d’ADN utilisée pour la formation des 
polyplexes). L’ajout de la protéine mRFP1 et de l’ectodomaine CD4 dans le milieu de 
complexation sert de référence et indique quels résultats peuvent être considérés comme 
significatifs. La dissociation des polyplexes par les différents ectodomaines est proportionnelle 
à la concentration de ces derniers dans le milieu de complexation. Parmi les ectodomaines 
étudiés, celui de GPC3 induit la plus forte dissociation des polyplexes avec 7,7 % d’ADN libéré. 
Néanmoins, ces résultats dévoilent que la dissociation des polyplexes par les ectodomaines est 
relativement faible et ne serait probablement pas la cause de la diminution de l’internalisation 
des polyplexes et / ou expression du transgène observée (s) précédemment. 
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Figure 71 : Dissociation des polyplexes et évaluation de la quantité d’ADNp libérée.   
 
 
Figure 72 : Intégrité des polyplexes en présence des ectodomaines. 
L’ADN libre est capable de migrer dans le gel d’agarose vers la cathode contrairement à l’ADN 
condensée par le PEI. Lorsque la quantité minimale de PEI permettant la condensation de 2 µg 
d’ADN est utilisée (ratio 1 :0,5), on observe une faible dissociation des polyplexes visible par 
la présence d’ADN libre migrant dans le gel d’agarose. En présence d’un excès de PEI (ratio 
1:1), aucune dissociation n’est perceptible dans cette expérience.    
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Afin d’évaluer la véracité de la méthode de quantification au Picogreen®, la dissociation des 
polyplexes en présence des ectodomaines peut aussi être appréciée qualitativement grâce à la 
technique de retard sur gel d’agarose (figure 72). Un volume de 10 µL de milieu de 
complexation en présence de 40 µg/mL d’ectodomaines a été chargé sur un gel d’agarose 1% et 
contenant du bromure d’éthidium. Les polyplexes ne sont pas capables de migrer dans le gel de 
par leur taille, ou bien le font dans le sens opposé à la migration de l’ADN libre en raison de 
leur charge globale positive. De manière similaire, les résultats indiquent que la quantité d’ADN 
libéré en présence des ectodomaines est faible, et ceci en comparaison à la quantité totale d’ADN 
utilisée pour former les polyplexes (1 µg / mL de culture). En présence de mRFP1, de 
l’ectodomaine CD4 et GPC1, aucun ADN libre n’est observé indiquant une absence de 
dissociation des polyplexes. Ceci corrobore nos résultats antérieurs où la dissociation des 
polyplexes en présence d’ectodomaines GPC1 était non significative en comparaison au 
contrôle mRFP1 et ectodomaine CD4. De plus, on observe que de manière générale la quantité 
d’ADN libéré par les différents ectodomaines sélectionnés est faible.  
Expression Stable des Protéoglycanes à Héparane Sulfate 
Le transfert d’un gène d’intérêt peut être qualifié de transitoire, c’est à dire que le gène n’est pas 
intégré au génome de la cellule hôte. La cellule exprime ainsi le gène d’intérêt durant une 
période définie dans le temps, habituellement quelques jours, après laquelle le gène est perdu 
au cours de la division cellulaire et autres facteurs. Le transfert d’un gène d’intérêt de manière 
stable commence par une transfection transitoire des cellules suivi de l’intégration aléatoire et 
exceptionnelle du gène étranger. Celui-ci devient partie intégrante du génome de la cellule et 
peut ainsi être répliqué au cours de la division cellulaire. Dans la plupart des cas, le recourt à 
une transfection transitoire pour l’étude de l’expression d’un gène d’intérêt est suffisante et 
avantageuse car elle permet d’éviter le travail ardu relié au développement d’une lignée 
cellulaire stable. Cependant, dans le but d’évaluer l’impact de l’expression de chaque HSPG 
membranaire sur la transfection des cellules CHO au LPEI, nous avons observé que l’expression 
transitoire des HSPG n’est pas une méthode appropriée puisqu’elle inhibe la transfection 
subséquente. En conséquence, nous avons généré des « pools » cellulaires stables en utilisant 
les cellules CHOBRI-55E1 compatibles avec le commutateur cumate. Ce système d’expression 
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a été développé au CNRC et permet la sélection rapide (2 à 3 semaines) d’un « pool » de cellules 
exprimant de manière stable le transgène d’intérêt et l’induction de son expression suite à l’ajout 
de cumate dans le milieu de culture. Les cellules CHOBRI-55E1 ont été transfectées avec les 
différentes constructions plasmidiques développées à cet effet (Annexe 5), puis sélectionnées 
pour leur habileté à exprimer le transgène de manière stable. Ces deux étapes sont détaillées 
dans la section « méthodes expérimentales » (page 159). De plus, puisque l’expression stable 
des HSPG requiert un changement de système d’expression, nous nous sommes assuré dans un 
premier temps que les cellules CHOBRI-55E1 se comportent de manière similaire aux cellules 
CHO-3E7 (utilisées dans la première partie de cette étude) vis-à-vis du transfert de gène. Nous 
avons donc effectué une cinétique d’attachement, d’internalisation des polyplexes et 
d’expression du transgène (BFP) dans les cellules CHOBRI-55E1 (figure 73) et comparée cette 
dernière à celle des cellules CHO-3E7 (voir le chapitre 2).  
 
 
Figure 73 : Cinétique d’attachement et d’internalisation des polyplexes, et expression du 
transgène dans les cellules CHOBRI-55E1. 
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La comparaison des deux études cinétiques indique que le système d’expression CHOBRI-55E1 
se comporte de manière analogue au système d’expression utilisé précédemment. Brièvement, 
10 minutes après la transfection, on observe que presque la totalité des cellules ont liées des 
polyplexes alors que leur internalisation s’effectue après environ 1 heure. Par la suite, on observe 
une augmentation de la fluorescence moyenne de YOYO-1 indiquant que les polyplexes 
s’accumulent dans les cellules jusqu’à 7 heures après la transfection. L’efficacité de transfection 
résultante (niveau d’expression de la protéine fluorescence BFP et pourcentage de cellules 
positives) est inférieure à ce qui a été observé avec le système d’expression en cellule CHO-
3E7. Cependant, de manière globale, les cinétiques d’attachement et d’internalisation des 
polyplexes sont similaires dans les deux lignées cellulaires. On est donc confiant que le 
changement de système d’expression ne devrait pas influencer l’étude.  
Le système utilisé présente l’avantage d’être inductible (commutateur cumate). Nous avons dans 
un premier temps évalué l’effet du cumate sur l’expression des HSPG (figure 74A et 74B). Les 
résultats indiquent que l’intensité de fluorescence moyenne (HSPG-mRFP1) augmente en 
fonction de la concentration finale de cumate dans le milieu de culture. Cette augmentation est 
plus au moins timide comme c’est le cas pour l’induction du SDC2. D’autre part, le pourcentage 
de cellules exprimant le transgène n’augmente pas de manière significative après induction, 
excepté dans le cas du SDC2. Notons que le cumate n’a pas d’effet cytotoxique (détermination 
de la viabilité cellulaire à l’aide du compteur automatique CEDEX) aux concentrations utilisées 
hormis dans le cas du SDC1 où une concentration finale de 0,5 µg / mL de cumate aboutit à une 
diminution de la viabilité. Dans le but d’uniformiser le niveau d’expression de chaque « pool », 
nous avons déterminé la concentration finale de cumate adéquate (figure 74C). De plus, la 
capacité des cellules à se diviser plus ou moins rapidement peut influencer l’efficacité du 
transfert de gène. Nous avons donc entrepris une expérience visant à déterminer les 
caractéristiques de croissance et de viabilité de chaque pool cellulaire en mode induit en 
comparaison à la lignée parentale CHOBRI-55E1 (figures 75A et 75B) et déterminé le temps de 
doublement de chaque « pools » cellulaires (figure 75C). Les résultats indiquent que le temps 
de doublement est comparable d’un « pool » cellulaire à l’autre, ainsi qu’à celui des cellules 
parentales, et est compris entre 13 et 15 heures.  
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Figure 74 : Effet de l’induction au cumate sur l’expression des HSPG-mRFP1. 
L’effet de l’induction sur le niveau d’expression des HSPG (A) et le pourcentage de cellules 
exprimant les HSPG (B) a été évalué. On remarque que dans certains « pools » et malgré la 
pression de sélection (MSX), une proportion de cellules n’exprime pas le transgène. Il est en 
effet possible que certaines cellules aient intégré le gène de résistance mais pas le transgène 
d’intérêt. La présence de cellules négatives n’est pas un obstacle et nous permet (comme dans 
les expériences précédentes) de comparer la capacité des cellules exprimant un HSPG en 
particulier à être transfectées par le LPEI versus les cellules n’exprimant pas d’HSPG. La 
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concentration finale de cumate (C) a été déterminée afin d’obtenir un niveau d’expression 
comparable entre chaque « pool » cellulaire.  
 
 
Figure 75 : Croissance et de viabilité des cellules suite à l’induction de l’expression des 
protéoglycanes à héparane sulfate. 
Densité (A) et viabilité (B) des différents « pools » cellulaires. Le temps de doublement (C) a 
été calculé d’après les quatre premières valeurs de densité cellulaire (jour 0 à 3).  
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Effet de l’Expression Stable des Protéoglycanes à Héparane Sulfate sur la 
Capture de Polyplexes et l’Efficacité du Transfert de Gène 
Chaque « pool » cellulaire a été transfecté avec le polyéthylènimine linéaire et la capture des 
polyplexes ainsi que l’efficacité du transfert de gène ont été déterminées par cytométrie en flux. 
Dans la première partie de ce chapitre, nous avons observé des différences significatives au 
niveau de la capture des polyplexes sans pourvoir conclure quant à leur impact sur l’efficacité 
du transfert de gène. L’expression stable des HSPG devrait possiblement nous permettre de 
compléter notre étude. De manière surprenante, les résultats indiquent que la présence d’un 
HSPG spécifique n’influence pas la capture des polyplexes (figure 76 et Annexe 7) par rapport 
au contrôle (cellules exprimant le transgène CD4-mRFP1). En effet, l’intensité moyenne de 
fluorescence (YOYO-1) correspond à la quantité de polyplexes internalisés dans les cellules et 
cette dernière n’est pas influencée de manière significative. On remarque que le pourcentage de 
cellule ayant intégré les polyplexes est de manière systématique supérieur à 95 % dans des 
conditions optimales de transfection. Notons que le ratio ADN : PEI a été optimisé pour chaque 
« pool » cellulaire et les conditions optimales correspondent à un ratio ADN : PEI égal à 1 : 4.  
Il n’est donc pas surprenant d’observer que l’efficacité de transfection résultante est similaire 
malgré la surexpression d’un HSPG spécifique (figure 77 et Annexe 8). Cette observation 
corrobore les résultats obtenus concernant la capture des polyplexes et soulève quelques 
questions : (i) les HSPG ont-ils un rôle individuel dans le processus du transfert de gène ? (ii) 
comment se fait-il que nous avions observé des différences au niveau de la capture des 
polyplexes dans les cellules CHO-3E7 ? Après avoir effectué un immunomarquage (voir la 
section « méthodes expérimentales » du chapitre 4 page 117) de chaque « pool » cellulaire en 
utilisant un anticorps spécifique des héparanes sulfates (anti-HS 10E4), nous avons pu constater 
que malgré l’augmentation de l’intensité de fluorescence mRFP1 (analyse de cytométrie en flux) 
suggérant une surexpression des HSPG à la surface des cellules CHOBRI-55E1, aucune 
augmentation de la sulfation n’a été détectée (figure 78).      
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Figure 76 : Effet de l’expression stable des protéoglycanes à héparane sulfate sur la capture 
des polyplexes par les cellules CHOBRI-55E1. 
Chaque « pool » cellulaire a été transfecté avec différent ratio ADN : PEI (voir analyse 
complète à l’Annexe 7). Un total de deux expériences individuelles (en triplicata) a été réalisé 
et les résultats ci-dessus sont représentatifs de ces deux expériences. Le pourcentage de cellules 
ayant internalisées les polyplexes et l’intensité de fluorescence moyenne (YOYO-1) 
correspondant à la quantité de polyplexes internalisés dans les cellules ont été mesurés par 
cytométrie en flux 24 heures après la transfection.  
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Figure 77 : Effet de l’expression stable des protéoglycanes à héparane sulfate sur l’expression 
du transgène dans les cellules CHOBRI-55E1. 
Chaque « pool » cellulaire a été transfecté avec différent ratio ADN : PEI (voir analyse 
complète à l’Annexe 8). Un total de deux expériences individuelles (en triplicata) a été réalisé 
et les résultats ci-dessus sont représentatifs de ces deux expériences. Le pourcentage de cellules 
exprimant le transgène de la BFP et le niveau d’expression du transgène ont été mesurés par 
cytométrie en flux 48 heures après la transfection.  
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Figure 78 : Immunomarquage des différents « pools » cellulaires par l’anticorps anti-HS 
(clone 10E4). 
 
Étude génomique des cellules CHOBRI 
Le génome est la liste complète des informations génétiques d’un organisme et contient ainsi 
toutes les séquences codantes (ADN → ARNm → protéine) et non codantes tel une 
encyclopédie chromosomique. Les données du génome des cellules CHO-K1 et du hamster 
chinois, ainsi que leurs annotations sont disponibles depuis 2014 sur le site CHOGenome.org 
[405], bien que ces recherches génétiques aient en réalité commencé en 2011 [47]. Depuis ces 
quatre dernières années on assiste à une explosion des données génomiques de diverses lignées 
cellulaires CHO utilisées pour la production industrielle de r-protéines humaines (par exemple 
les cellules CHO-K1, CHO-DG44, CHO-DXB11 [406], CHO-S) [48]. Récemment, le génome 
des cellules CHOBRI a été séquencé au CNRC. Cet outil, nouvellement disponible, nous permet 
d’investiguer si les gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des HSPG sont présents dans 
le modèle cellulaire utilisé, et ainsi tenté d’expliquer les résultats obtenus précédemment.   
La voie de biosynthèse des HSPG (SDC1-4, GPC1-6) requiert l’intervention d’un certain 
nombre d’enzymes permettant l’élongation et la modification des chaînes d’héparane sulfate 
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(page 41). Nous avons donc procédé à une analyse des données génomiques des cellules CHOBRI 
en comparaison à celles des cellules CHO-K1 et du hamster chinois. Les résultats de l’analyse 
des gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des HSPG sont présentés dans le Tableau 6. 
Nous pouvons observer que la totalité des enzymes essentielles la biosynthèse des HSPG sont 
présentes dans le génome des cellules CHO-K1 et CHOBRI. Toutefois, la présence de ces gènes 
ne signifie pas pour autant qu’ils soient exprimés dans les cellules. Le Dr. Xu et ses 
collaborateurs [47] présentent en 2011 une ébauche de l’analyse génomique des cellules CHO-
K1 révélant que parmi les gènes impliqués dans les voies de glycosylation seulement 53 % sont 
exprimés. Nous avons donc compilé les données disponibles du transcriptome des cellules 
CHO-K1 (littérature) et CHOBRI (CNRC) dans le but de déterminer si les gènes impliqués dans 
la biosynthèse des HSPG sont bien exprimés (Tableau 6). Le gène de l’enzyme 3-O-
sulfotransférase (3-OST) semble être silencieux, c’est-à-dire non exprimé dans les cellules 
CHO-K1. Il s’agit d’une enzyme engagée dans la modification des chaînes d’héparanes sulfates 
et qui catalyse le transfert d’un sulfate en position du carbone C3 d’un résidu de glucosamine 
N-sulfaté. Cette enzyme agit préférentiellement dans les régions fortement sulfatées (domaine 
NS) et permet de générer un motif de liaison spécifique à l’antithrombine III (anticoagulant) 
[407]. Dans le cas des cellules CHOBRI, il semble que l’expression des gènes 3-OST et Hsepi 
(glucose C5 épimérase permettant la conversion des résidus d’acides glucuroniques en acides 
iduroniques) ne soient pas exprimés. Ceci indique que la voie de biosynthèse des HSPG est 
fortement altérée dans les cellules CHOBRI. Bien que les mécanismes de régulation de la voie 
de biosynthèse des HS ne sont pas encore compris, il a été montré que la surexpression de 
l’enzyme 3-OST résulte en une augmentation de la 2-O, 6-O et même N-sulfations [407] mettant 
en évidence une interaction concertée des différentes enzymes de la biosynthèse des HS. De 
plus, l’épimérisation est une étape de modification essentielle des chaînes de HS permettant la 
formation des domaines NS.  
Ces observations indiquent que les cellules CHOBRI arborent possiblement des chaînes de HS 
peu modifiées, ce qui pourrait expliquer les résultats obtenus suite à l’expression stable des 
HSPG sur le transfert de gène.  
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Tableau 6 : Analyse des données du génome et du transcriptome des cellules CHO-K1 et 
CHOBRI. 
 
Les sources consultées sont les suivantes : CHOGenome.org pour l’analyse du génome des 
cellules CHO-K1 et du hamster chinois, Xu et al. [47] pour l’analyse du transcriptome des 
cellules CHO-K1 et les résultats du groupe de André Nantel au CNRC pour l’analyse du génome 
et transcriptome des cellules CHOBRI. La couleur verte indique la présence et / ou l’expression 
du gène, alors que la couleur mauve indique une absence du gène ou de son expression. La 
couleur grise signifie que ces informations ne sont pas encore disponibles et / ou publiées.  
Discussion - Conclusion  
Le transfert de gène dans les cellules de mammifères est un mécanisme composé de plusieurs 
étapes en raison de l’organisation compartimentée de ces dernières. L’entrée de l’ADN 
plasmidique dans les cellules est une étape cruciale et influencée par la présence des 
protéoglycanes à héparane sulfate qui décorent la surface de la cellule. L’interaction entre les 
HSPG et les complexes ADN / polymères cationiques facilite leur endocytose et influence 
possiblement leur trafic intracellulaire [300]. Malgré l’accumulation des connaissances dans le 
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domaine [353], le rôle des HSPG dans le processus du transfert de gène est encore mal compris. 
Nous pouvons évoquer plusieurs raisons à cela. Premièrement, les protéoglycanes à héparane 
sulfate sont de manière presque systématique étudiés dans leur globalité pour un type cellulaire 
particulier utilisé comme modèle. Toutefois, chaque type cellulaire possède un profil 
d’expression en HSPG qui lui est propre empêchant l’extrapolation des observations à un autre 
type cellulaire. Ensuite, différents membres ayant des caractéristiques structurelles uniques 
composent la grande famille des protéoglycanes à héparane sulfate. Décortiquer minutieusement 
l’influence de chacun de ces membres représente une approche novatrice dans le domaine, qui 
permettra de mieux comprendre le mécanisme du transfert de gène, et pourquoi certaines 
cellules sont plus permissives au transfert de gène que d’autres.  
Les résultats de la première approche qui consistait en la surexpression transitoire de chaque 
HSPG dans les cellules CHO-3E7 indiquent que l’internalisation des polyplexes dans les 
cellules est augmentée significativement en présence de SDC1, SDC2, SDC3, et GPC2, GPC5, 
GPC6. Par opposition, la présence de GPC1, GPC3 et SDC4 à la surface des cellules diminue 
l’internalisation des polyplexes. Ces observations démontrent dans un premier temps que 
chaque HSPG a des propriétés fonctionnelles spécifiques quant à l’internalisation des 
polyplexes ou permet dans certains cas le recrutement efficace d’un récepteur activant le 
mécanisme d’endocytose. Ainsi, dépendamment de son profil d’expression en HSPG, une 
cellule serait plus ou moins capable d’internaliser les polyplexes efficacement. Néanmoins, 
l’internalisation des polyplexes n’est pas la seule étape limitante du transfert de gène. En effet, 
les polyplexes peuvent emprunter plusieurs voies intracellulaires qui aboutissent ou non au 
passage de l’ADN plasmidique dans le noyau cellulaire [156]. La capacité de chaque 
protéoglycane à héparane sulfate à guider les polyplexes dans une voie intracellulaire efficace 
(délivrance de l’ADNp au noyau) n’a pas pu être observée en utilisant cette approche 
expérimentale. En effet et ce malgré nos efforts, la surexpression transitoire des HSPG à la 
surface de la cellule par diverses méthodes ne permet pas d’obtenir une bonne efficacité au 
niveau de la transfection subséquente. Il nous a donc été impossible de conclure sur l’impact de 
chaque protéoglycane à héparane sulfate quant à l’expression du transgène. De manière 
intéressante, nous avons remarqué que malgré la faible efficacité de transfection obtenue (moins 
de 5 %), les polyplexes sont tout de même internalisés dans la majorité voire la totalité des 
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cellules de la culture (> 95 %). Il est possible que l’expression transitoire des HSPG induise une 
phase de latence au niveau de la croissance des cellules CHO-3E7, ou encore conduit à la mise 
en place d’un mécanisme de défense cellulaire prévenant une transfection subséquente 
[118,202,404].  
Les protéoglycanes à héparane sulfate sont des polysaccharides linéaires qui forment le 
composant principal de la matrice extracellulaire. On les trouve le plus souvent associés à la 
membrane plasmique bien qu’un clivage protéolytique de leurs domaines extracellulaires 
(ectodomaines) soit observé dans certains cas. Il est possible que la présence des ectodomaines 
dans le milieu de culture ait un effet sur le transfert de gène. Nous avons donc étudié l’inhibition 
compétitive de l’internalisation des polyplexes en présence des ectodomaines. Il apparaît que 
les polyplexes à base de polyéthylènimine linéaire ont une affinité plus grande envers certains 
HSPG inhibant de manière drastique l’attachement des polyplexes aux HSPG présents 
naturellement à la surface des cellules.  GPC2, GPC3, GPC5 et GPC6 exhibent la plus forte 
affinité envers les polyplexes. D’un point de vue structurel, les glypicanes associés au feuillet 
externe de la membrane plasmique sont liés par une ancre GPI (absence de domaines 
cytoplasmiques). Leur protéine centrale possède des résidus de cystéines très conservés d’un 
membre à l’autre formant des ponts disulfures intramoléculaires [241] et ainsi une tête 
globulaire associée à des chaînes polysaccharidiques de type héparanes sulfates uniquement. 
L’interaction de forte affinité entre les polyplexes et les GPC2, GPC3, GPC5 et GPC6 n’aboutit 
pas nécessairement à leur internalisation dans la cellule. En effet, alors que les GPC2, GPC5 et 
GPC6 favorisent l’endocytose des polyplexes, nous avons montré que le GPC3 l’inhibe de 
manière considérable.  
Afin que l’endocytose des polyplexes soit efficace, il est nécessaire que ces derniers restent 
intacts (pas de dissociation) une fois en contact avec les différents HSPG. Nous avons donc 
déterminé la capacité des protéoglycanes à héparane sulfate à induire la dissociation des 
polyplexes. La faible quantité d’ADN libéré suite à l’ajout d’ectodomaines dans le milieu de 
complexation indique que la dissociation des polyplexes par les HSPG dans les conditions 
standards de transfection (excès de PEI) est de manière générale peu probable. Il est également 
possible que les conditions expérimentales utilisées ne miment pas correctement 
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l’environnement cellulaire lors de la transfection. Néanmoins, on peut remarquer que la 
dissociation des polyplexes par le GPC3 est la plus accrue, ce qui est en corrélation avec les 
résultats observés précédemment. De manière similaire, MacLendon et ses collaborateurs [316] 
démontrent que parmi les diffèrent glycosaminoglycanes sulfatés, les héparanes sulfates ne sont 
pas capables d’induire la dissociation des polyplexes alors que celle-ci est stimulée en présence 
d’héparine (polysaccharide hyper sulfaté équivalent en une succession de domaines NS). Cette 
étude révèle cependant que l’interaction avec les protéoglycanes à héparane sulfate provoque 
une déstabilisation des polyplexes (sans dissociation) qui pourrait influencer le transfert de gène 
[316].  
Jusqu’à présent, nos résultats indiquent que les protéoglycanes à héparane sulfate sont capables 
de lier les polyplexes avec une affinité propre à chaque membre, et que cette interaction facilite 
dans certains cas l’endocytose. Toutefois, l’endocytose des polyplexes ne garantit pas 
nécessairement leur cheminement efficace jusqu’au noyau de la cellule. Dans le but 
d’investiguer le rôle individuel des protéoglycanes à héparane sulfate concernant ce dernier 
point, nous avons exprimé chaque HSPG de manière stable dans les cellules CHOBRI-55E1. 
Nous avons pu observer que dans ce cas, l’endocytose des polyplexes n’était pas influencée par 
l’expression spécifique des protéoglycanes à héparane sulfate contrairement à ce que nous 
avions montré dans les CHO-3E7. De manière analogue, l’expression du transgène n’est pas 
modifiée en présence de chaque protéoglycane à héparane sulfate. Nous avons constaté avec 
surprise que la surexpression des protéoglycanes à héparane sulfate dans le modèle cellulaire 
CHOBRI n’aboutit pas une augmentation de la sulfation totale, bien qu’un accroissement de 
l’expression de la protéine centrale des HSPG ait été observée (signal mRFP1). On s’interroge 
donc quant aux raisons de ces différences entre les deux modèles cellulaires CHO. A l’origine, 
les cellules CHO ont été choisies pour la production de protéines recombinantes car elles sont 
considérées comme sécuritaires (ne propagent pas la plupart des virus humains), se divisent 
rapidement, sont faciles à transfecter et l’intégration du transgène y est facilitée [408]. Les 
cellules CHO ont été utilisée en culture comme système d’expression durant les 50 dernières 
années. Cependant, l’analyse du génome de plusieurs lignées cellulaires CHO a mis en évidence 
une hétérogénéité génétique importante provoquée par la génération de populations et sous-
populations clonales et des conditions de culture non standardisées d’un laboratoire à l’autre 
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[409]. Le nom CHO réunit donc une diversité de type cellulaire d’un point de vue génétique. 
Suite à l’analyse du génome et du transcriptome des cellules CHOBRI, nous avons montré que le 
gène de deux enzymes impliquées dans la voie de biosynthèse des HSPG pourrait être silencieux 
(c’est-à-dire non exprimé, bien qu’une confirmation par RT-PCR serait judicieuse). Il s’agit de 
la GlcC5 épimérase qui permet la conversion des résidus d’acide gluconique en acide 
iduronique. Ces motifs sont ensuite reconnus par les différentes sulfotransférases qui catalysent 
les réactions de sulfation (N-, 6O-, 2O- et 3O- sulfations). La 3O-sulfotransférase est une 
enzyme qui n’est pas exprimée dans les cellules CHOBRI et les cellules CHO-K1 (cellule 
d’origine). Bien que la 3O-sulfation soit un évènement rare dans les cellules de mammifères 
(généralement restreintes aux mastocytes), sa stimulation régulerait à la hausse la 2O, 6O et N-
sulfations [407]. De ce fait, les HSPG présents à la surface des cellules CHOBRI suite à leur 
expression stable sont probablement peu modifiés et sulfatés car la cellule ne possèderait pas 
l’équipement enzymatique nécessaire. L’utilisation des cellules CHO comme modèle d’étude 
dans le contexte du transfert de gène est un choix rationnel basé sur leur utilisation intensive 
dans l’industrie pharmaceutique. Cependant, leur diversité génétique est une entrave à la 
compréhension des mécanismes biologiques mis en place. Il est donc nécessaire de considérer 
les évidences publiées utilisant les cellules CHO comme modèle avec précaution.  
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Chapitre 6 : Conclusion Générale 
Généralités 
Les protéines recombinantes (r-protéines) constituent du matériel biologique d’intérêt dans de 
nombreux domaines qui s’étendent de l’industrie agroalimentaire à l’industrie pharmaceutique, 
en passant par la recherche en biologie cellulaire et moléculaire. La production de r-protéines 
est un procédé biotechnologique faisant intervenir un vecteur d’expression (généralement un 
ADN plasmidique) associé à un vecteur de transfert (vecteur viral ou non-viral) et une cellule 
hôte chargée de synthétiser la protéine d’intérêt. Du fait de son large champ d’application, la 
production de r-protéines est sollicitée de manière croissante mettant à l’épreuve les capacités 
de production des cellules hôtes utilisées. La production rapide de r-protéines à intérêt 
thérapeutique est un enjeu économique énorme pour l’industrie pharmaceutique. Malgré une 
transposition industrielle usuelle du procédé, les rendements de production constituent un défi 
auquel doit faire face l’industrie pharmaceutique. De plus, plusieurs autres applications 
pourraient bénéficier d’une production plus efficace, diminuant ainsi les coûts du produit final. 
Ce faisant, plusieurs axes de recherche ont émergé en vue d’optimiser le procédé du transfert de 
gène : le développement de vecteurs d’expression plus performants, l’optimisation des 
conditions de culture (milieu, supplémentation, environnement contrôlé), l’optimisation de la 
qualité du produit (limiter l’agrégation des protéines par exemple), la réduction de la cytotoxicité 
et de manière plus générale une meilleure maîtrise et compréhension du processus du transfert 
de gène qui est, quant à elle, une des motivations de ce projet. Actuellement, environ 60 à 70 % 
des r-protéines d’intérêt thérapeutique sont produites dans les cellules de mammifères qui 
supportent des motifs de glycosylation complexes. Parmi les nombreux vecteurs du transfert de 
gène, le polyéthylènimine offre une solution adaptée pour la production rapide à grande échelle 
de r-protéines. En effet, en plus de permettre le transfert efficace d’un gène d’intérêt dans les 
cellules de mammifères, il est simple d’utilisation, stable en solution (avantage par rapport aux 
vecteurs non-viraux de nature lipidique) et peu coûteux. Le polyéthylènimine permet la 
condensation de l’ADNp sous forme de polyplexes qui doivent surmonter de nombreux 
obstacles afin de mener ultimement à l’expression du transgène. In vitro, la membrane 
plasmique est le premier obstacle que rencontre les polyplexes. Cette dernière est décorée par 
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un type particulier de glycoprotéines : les protéoglycanes à héparane sulfate (HSPG) qui sont 
capables d’interagir avec les polyplexes facilitant possiblement leur endocytose et influençant 
leur trafic intracellulaire [410]. Les glypicanes et les syndécanes constituent les deux principales 
familles d’HSPG membranaires et jouent un rôle important au niveau physiologique comme par 
exemple l’adhésion et la migration cellulaire [225] mais aussi au niveau du développement 
[265]. Ils représentent également la voie d’entrée de divers pathogènes comme le virus de 
l’herpès simplex [268,411], le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) [412] ou encore le 
papillomavirus humain [413]. De nombreuses pathologies découlent de leur dysfonctionnement, 
sous ou sur-régulation [260,270,271]. Dans le contexte du transfert de gène, le rôle des 
protéoglycanes à héparane sulfate est étudié dans son ensemble alors que nous émettons 
l’hypothèse que chaque membre des glypicanes (GPC1-6) et syndécanes (SDC1-4) jouent un 
rôle distinct. Ainsi, dépendamment de son profil d’expression en HSPG, une cellule serait plus 
ou moins permissive au transfert de gène. Un des objectifs de ce projet était de participer à 
l’approfondissement des connaissances concernant les mécanismes et acteurs principaux du 
transfert de gène dans le but d’améliorer les performances des plateformes de production en 
cellules CHO et HEK293. L’autre objectif était de préciser le rôle individuel des protéoglycanes 
à héparane sulfate quant à leur capacité de liaison et d’internalisation des polyplexes, mais 
également leur permissivité vis-à-vis de l’expression d’un transgène.  
Le Transfert de Gène dans les Cellules de Mammifères CHO et 
HEK293  
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la compréhension du processus de 
transfert de gène dans les cellules de mammifères CHO et HEK293 (chapitre 2). Bien que cette 
étude ne concerne pas les protéoglycanes à héparane sulfate en tant que tels, elle a permis de 
mieux comprendre le modèle choisi (i.e. système d’expression : CHO et HEK293, vecteur de 
transfert : polyéthylènimine). De manière générale (i.e. en utilisant trois polyéthylènimines 
linéaires distincts d’un point de vue de leurs caractéristiques physico-chimiques), l’attachement 
des polyplexes à la surface des cellules CHO et HEK293 est un mécanisme rapide (la majorité 
des cellules ont attaché des polyplexes 10 minutes après la transfection). L’internalisation des 
polyplexes par la totalité des cellules de la culture requiert environ 1 heure et une accumulation 
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des polyplexes est ensuite observée (jusqu’à 7 heures après la transfection dans les cellules 
HEK293 et 24 heures après la transfection dans les cellules CHO). De manière intéressante, la 
quantité de polyplexes à base de PEIproTM internalisée dans les cellules CHO et HEK293 
correspond à environ la moitié de celle qui est internalisée dans le cas des polyplexes à base de 
LPEI ou PEI« Max ». Néanmoins, le niveau d’expression du transgène résultant de la 
transfection avec le PEIproTM est similaire à celui obtenu avec le PEI « Max ». Les PEI « Max » 
et PEIproTM sont des polyéthylènimines linéaires ayant subi une hydrolyse acide intensive et en 
conséquence présentent une déacylation supérieure à celle du LPEI. La déacylation du 
polyéthylènimine est une modification avantageuse car l’utilisation de polyéthylènimines 
entièrement déacylés (PEI « Max » et PEIproTM) aboutit à un meilleur rendement de production 
dans les deux types cellulaires. Toutefois, le degré de déacylation explique en partie seulement 
l’efficacité du PEIproTM (quantité nécessaire pour 1 µg d’ADNp et expression du transgène 
efficace malgré une internalisation des polyplexes inférieure à celle observée avec les autres 
polyéthylènimines). En effet, le PEIproTM est moins déacylé que le PEI« Max » mais plus 
monodisperse et arbore un plus haut poids moléculaire. Ceci pourrait expliquer les différences 
observées au niveau des cinétiques d’attachement et d’internalisation des polyplexes. Beaucoup 
d’autres observations ont été faites dans le cadre de cette étude et nous ont permis de mieux 
comprendre la relation structure / activité du vecteur synthétique polyéthylènimine et de mettre 
en évidence les différences entre les deux systèmes d’expression qui ont été utilisés dans les 
études subséquentes. De plus, nos résultats constituent une base solide de l’enchaînement dans 
le temps des évènements essentiels à une transfection efficace des cellules CHO et HEK293 par 
le polyéthylènimine.  
Rôle des Protéoglycanes a Héparane Sulfate dans le Transfert de 
Gene des Cellules CHO et HEK293 
L’importance des protéoglycanes à héparane sulfate dans le transfert de gène des cellules CHO 
et HEK293 (chapitre 4) a été démontré grâce au traitement des cellules par le chlorate de sodium 
(désulfatation) et l’héparinase III (clivage spécifique des chaînes d’héparanes sulfates). Le 
traitement chimique des cellules au chlorate de sodium (suppression / diminution de la 
sulfatation) a permis de mettre en évidence que le profil d’expression des protéoglycanes à 
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héparane sulfate varie entre les cellules CHO et HEK293. De plus, on a pu remarquer un 
polymorphisme au niveau des chaînes d’héparanes sulfates dépendamment de leur degré de 
modification dans les cellules CHO et HEK293. De manière générale, la diminution de la 
sulfation altère proportionnellement l’efficacité du transfert de gène par le LPEI et BPEI dans 
les cellules CHO et HEK293, exception faite des cellules CHO transfectées avec le BPEI. Dans 
ce dernier cas, l’efficacité de transfection est augmentée suggérant un impact négatif des GAG 
sulfatés (soit par la simple séquestration des polyplexes à la surface de la cellule, soit par la 
guidance des polyplexes dans une voie intracellulaire n’aboutissant pas à l’entrée de l’ADNp 
dans le noyau). Il existe plusieurs types de GAG sulfatés et dans le but d’investiguer la 
contribution des héparanes sulfates, nous avons procédé à des traitements enzymatiques clivant 
spécifiquement les chaînes d’héparanes sulfates. Les résultats indiquent que les héparanes 
sulfates ne seraient pas les principaux acteurs de la liaison des polyplexes à base de LPEI et 
BPEI. Cependant, l’efficacité du traitement est ici remise en question au vu des analyses 
d’immunomarquage de la surface des cellules qui révèlent une nette diminution de la présence 
des héparanes sulfates après la transfection. Les protéoglycanes à héparane sulfate serait donc 
impliqués dans le processus de transfert de gène. Cependant, leur impact bénéfique ou négatif 
quant à l’efficacité de transfection résultante dépend du type cellulaire et probablement de la 
relative abondance de certains HSPG à leur surface, mais aussi du type de polyéthylènimine 
utilisé (forme linéaire ou branchée) suggérant que l’interaction polyplexes / HSPG est plus 
spécifique qu’actuellement décrite dans la littérature (interaction non-spécifique de type 
électrostatique [353]).  
Il est important de noter que malgré nos efforts les cellules CHO ne sont pas efficacement 
transfectables par le BPEI. Cette observation a été consolidée suite à la transfection de deux 
autres lignées cellulaires CHO : CHO-DG44 (dhfr-/-) et CHOBRI (dhfr+/-). La cinétique 
d’attachement et d’internalisation des polyplexes à base de BPEI dans les cellules CHO est 
significativement ralentie en comparaison de celle observée lors d’une transfection efficace. 
Lorsque que du LPEI libre est ajouté une heure après la transfection, l’internalisation des 
polyplexes à base de BPEI est rétabli et se traduit par une meilleure expression du transgène. 
Ces observations suggèrent que les polyplexes à base de BPEI sont temporairement séquestrés 
à la surface des cellules CHO (internalisation complète après 4 heures). De manière surprenante, 
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il existe dans la littérature quelques exemples d’utilisation du BPEI pour la transfection des 
cellules CHO. Notamment celui de la publication de Ruponen et al. [310] démontrant l’impact 
négatif des protéoglycanes à héparane sulfate sur le transfert de gène, corroborant par la même 
occasion nos résultats.    
Syndécanes et Glypicanes 
Il existe deux familles principales de protéoglycanes à héparane sulfate localisés à la surface des 
cellules : les syndécanes et les glypicanes qui diffèrent drastiquement dans leur mode 
d’attachement à la membrane plasmique. Alors que la protéine centrale des syndécanes est 
transmembranaire, celle des glypicanes est attachée au feuillet externe de la membrane 
plasmique grâce à une ancre GPI. Les syndécanes (SDC1-4) sont donc des glycoprotéines 
transmembranaires qui ont la capacité d’agir en tant que (i) récepteurs permettant l’endocytose 
des ligands [314], ou bien en tant que (ii) corécepteurs menant les ligands à proximité immédiate 
de leur récepteur [214,283]. Leur domaine extracellulaire porte entre 3 à 5 chaînes d’héparanes 
sulfates qui interagissent avec de nombreux ligands incluant des facteurs de croissance, des 
cytokines, l’anticoagulant antithrombine, etc… [250] Les études portant sur la voie d’entrée des 
systèmes nanoparticulaires indiquent qu’ils ont la capacité d’agir en tant que récepteurs 
autonomes et de ce fait supporter l’internalisation des nanoparticules [353]. Dans le contexte du 
transfert de gène, les protéoglycanes à héparane sulfate sont étudiés principalement dans leur 
globalité [300] ou bien en accordant un intérêt particulier aux syndécanes [353]. Il existe 
plusieurs raisons à cela : premièrement, du fait de leur domaine cytoplasmique, les syndécanes 
sont activement impliqués dans l’endocytose de nombreux ligands [314]. Ils sont donc un lien 
évident de communication entre l’environnement extracellulaire et le compartiment 
intracellulaire. Deuxièmement, les syndécanes sont impliqués dans le catabolisme de nombreux 
ligands qui sont essentiels à la cellule tels que les facteurs de croissance, les cytokines, les 
enzymes et les agents pathogènes [250]. Troisièmement, parmi les quatre membres de la famille 
des syndécanes, le SDC1 attire beaucoup d’attention en raison d’une forte homologie de 
séquence d’une espèce à l’autre (par exemple : 50% d’homologie avec le seul syndécane présent 
chez la drosophile). Ceci suggère une fonction essentielle du SDC1. De plus, il a été montré que 
le SDC1 interagit avec les polyplexes facilitant leur endocytose alors que le SDC2 agit comme 
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molécule accessoire [308]. En effet, les polyplexes se lient au SDC1 et SDC2 mais seul 
l’interaction avec le SDC1 conduit à l’endocytose efficace des polyplexes (survenant environ 1 
heure après la transfection). De manière intéressante, lorsque les SDC1 et SDC2 sont 
coexprimés, le SDC2 exerce un effet négatif dominant (pas d’internalisation visible même 6 
heures après la transfection). Le SDC1 agirait donc comme récepteur autonome des polyplexes 
et sa surexpression augmente l’efficacité de transfection dans les cellules HEK293 [308] et 
HeLa [307].  
Le syndécane-1 et le Cheminement Intracellulaire des Polyplexes 
Pour les diverses raisons que nous venons d’évoquer, nous avons choisi de caractériser la (les) 
voie (s) d’entrée et le cheminement intracellulaire des complexes SDC1 / polyplexes qui conduit 
à l’expression efficace du transgène (chapitre 3). Pour ce faire, nous avons utilisé les cellules 
HEK293 exprimant de manière stable le SDC1 comme modèle. Une fois les polyplexes liés à la 
membrane plasmique, conséquence de l’interaction avec les protéoglycanes à héparane sulfate, 
leur progression dans la cellule implique généralement : l’endocytose des polyplexes, 
l’échappement du compartiment endolysosomal grâce à l’effet « pompe à proton », la libération 
des polyplexes dans le cytoplasme, l’entrée des polyplexes ou de l’ADNp dans le noyau, et enfin 
l’expression du transgène. Nos résultats ont mis en évidence que les polyplexes liés au SDC1 
sont internalisés par plusieurs voies d’endocytose mais principalement via les radeaux 
lipidiques. La majorité des endosomes contenant les complexes est ensuite adressée au réseau 
trans-golgien dans lequel on assiste à une dissociation des complexes SDC1 / polyplexes. Le 
SDC1 est dégradé alors que les polyplexes forment de larges agrégats dans le cytoplasme de la 
cellule. Il est peu probable que ces agrégats contribuent à l’expression du transgène cependant, 
nous avons mis en lumière que les polyplexes liés au SDC1 pourraient atteindre le noyau par 
une voie faisant intervenir le réticulum endoplasmique. Nos observations indiquent que les 
polyplexes liés au SDC1 empruntent donc deux voies intracellulaires distinctes : une voie 
endolysosomale (minoritaire) et une voie faisant intervenir le compartiment golgien de la cellule 
(majoritaire). Laquelle de ces voies est efficace, c’est-à-dire conduit au passage des polyplexes 
ou de l’ADNp dans le noyau reste une question en suspens. Il aurait été intéressant de suivre le 
cheminement des polyplexes jusqu’au noyau, or les techniques de marquages et d’analyses 
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actuelles ne le permettent pas. En effet, la méthodologie utilisée dans cette étude s’appuie 
essentiellement sur la microscopie confocale permettant d’analyser la colocalisation entre les 
différents organites de la cellule et les complexes SDC1 / polyplexes. Bien que la microscopie 
confocale soit une technique précise, rapide et relativement simple, elle est principalement 
qualitative représentant la limite du cadre expérimental de l’étude. De ce fait, il est important de 
collecter les données sur un grand nombre d’échantillons pour assurer la conformité des 
résultats. Conscient de cette limitation, nous avons de manière systématique procédé à une 
analyse de 10 à 20 cellules pour un minimum de deux expériences individuelles. Une dernière 
limitation de cette étude consiste en l’utilisation d’une étiquette GFP dans le but de suivre le 
cheminement du SDC1 dans la cellule. En effet, le cheminement intracellulaire d’une molécule 
est traditionnellement étudié grâce à l’utilisation d’une étiquette fluorescente (GFP, BFP, RFP, 
etc.). Cependant, la structure des syndécanes est une limitation majeure à cette approche. Dans 
notre étude, l’étiquette GFP est positionnée du côté C-terminal (intracellulaire) pouvant affecter 
les voies de signalisation induites par le domaine cytoplasmique C2 du SDC1 (présence d’un 
site de liaison aux protéines à motifs PDZ). Il serait intéressant de s’assurer de la fonctionnalité 
du domaine intracellulaire C2 en présence de l’étiquette GFP. Pour ce faire, nous pourrions 
comparer l’affinité de quelques protéines à motifs PDZ en présence ou en absence de l’étiquette 
GFP en utilisant la technique de résonance plasmonique de surface (SPR) par exemple.   
De manière importante, notons que de nombreuses évidences révèlent que le SDC1 agit 
possiblement comme un récepteur « autonome » des polyplexes conduisant à leur endocytose et 
leur cheminement efficace jusqu’au noyau. Néanmoins, la complexité du contexte moléculaire 
de la membrane plasmique est tel qu’il est extrêmement difficile, voire impossible, d’adresser 
le rôle (isolé) du SDC1 et d’exclure l’implication d’autres molécules. Il aurait été possible de 
réaliser une coimmunoprécipitation des complexes formés afin d’identifier les intervenants 
potentiels (autre que le SDC1).  
Les Glypicanes et le Transfert de Gène des Cellules CHO et HEK293 
Quant à eux, les glypicanes sont des glycoprotéines à ancrage GPI et jouent un rôle essentiel 
dans la signalisation de Wnts, Hedgehogs, facteurs de croissance et protéines morphogéniques 
osseuses agissant essentiellement comme corécepteurs ou antagonistes [242,395]. Or la 
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présence de chaînes d’héparanes sulfates suggère qu’ils sont capables d’interférer dans le 
processus du transfert de gène en interagissant avec les nanoparticules cationiques. Le devenir 
des nanoparticules cationiques liées aux glypicanes et le rôle de ces derniers dans les étapes du 
transfert de gène est inexploré représentant un axe de recherche novateur et pertinent.   
Grâce à des traitements enzymatiques éliminant spécifiquement les glypicanes de la surface des 
cellules, nous avons mis en lumière l’effet négatif des glypicanes dans le processus de transfert 
de gène par le LPEI. Le cas du transfert de gène par le BPEI est un peu plus complexe puisque 
la présence des glypicanes semble avoir un impact bénéfique pour les cellules CHO à l’inverse 
des cellules HEK293. La régulation du transfert de gène par les protéoglycanes à héparane 
sulfate est un mécanisme beaucoup plus complexe que suggéré dans la littérature. De manière 
intéressante, l’élimination des glypicanes à la surface des cellules augmente l’efficacité de 
transfection par le LPEI dans les deux types cellulaires étudiés. Ceci représente une stratégie 
permettant possiblement l’amélioration du processus de transfert de gène par le LPEI et 
l’augmentation des rendements de production. Cependant, ces résultats (chapitre 4) se basent 
principalement sur l’effet de plusieurs traitements chimiques et enzymatiques dont l’efficacité 
peut être mise en doute. C’est pourquoi une évaluation de la spécificité et de l’efficacité des 
traitements a été proposée de manière systématique. Cette évaluation permet ainsi de nuancer 
les résultats obtenus.  De plus, l’approche « perte de fonction » utilisée est intéressante car elle 
permet d’investiguer le rôle des glypicanes présents naturellement à la surface des cellules en 
évitant d’introduire un biais expérimental dû à une approche « gain de fonction » 
(surexpression). Néanmoins, il est coutumier de proposer une méthode alternative dans le but 
de consolider les résultats. La technique d’interférence par ARN répondrait à cette limitation. 
Elle permettrait par exemple de bloquer la traduction des glypicanes ou de l’enzyme GPI 
transamidase catalysant la réaction d’addition de l’ancre GPI (dans le réticulum 
endoplasmique). Faut-il encore s’assurer de la spécificité et l’efficacité de l’interférence. De 
plus, il serait nécessaire d’introduire les ARNi dans la cellule par transfection ou encore en 
utilisant des peptides de pénétration cellulaire (CPP) ce qui empêcherait possiblement la 
transfection subséquente au LPEI et BPEI (chapitre 5). Il serait également possible de générer 
une lignée cellulaire stable déficiente pour l’enzyme GPI transamidase en espérant que les 
cellules soient viables.  
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Le Rôle Individuel des Protéoglycanes à Héparane Sulfate dans le 
Transfert de Gène des Cellules CHO   
Comme nous l’avons mentionné à plusieurs reprises, les protéoglycanes à héparane sulfate sont 
généralement étudiés dans leur globalité. Toutefois, à la lumière de quelques études publiées et 
de nos observations, nous émettons l’hypothèse que chaque membre possède un potentiel 
distinct vis-à-vis du transfert de gène. Ainsi, le but de cette étude est d’évaluer le rôle de chaque 
protéoglycane à héparane sulfate dans les différentes étapes du transfert de gène et notamment 
au niveau de l’attachement et l’internalisation des polyplexes à base de polyéthylènimine, mais 
aussi de l’expression du transgène. Plusieurs bénéfices sont attendus suite à cette étude : (i) 
participer à l’accroissement des connaissances dans le domaine du transfert de gène, (ii) 
augmenter de manière significative les rendements de production des cellules CHO et HEK293 
en identifiant un (des) protéoglycane (s) à héparane sulfate capable (s) de guider efficacement 
les polyplexes, (iii) prédire la spécificité d’un tissu quant au transfert de gène par le 
polyéthylènimine dans le contexte de la thérapie génique non virale.  
Premièrement, nous avons mis en évidence que la surexpression de chaque protéoglycane à 
héparane sulfate dans les cellules CHO-3E7 affecte de manière distincte l’internalisation des 
polyplexes à base de LPEI. Alors que certains protéoglycanes à héparane sulfate agissent comme 
activateurs de l’endocytose, d’autres ont un rôle inhibiteur. En effet, l’internalisation des 
polyplexes dans la cellule est augmentée significativement en présence de SDC1, SDC2, SDC3, 
et GPC2, GPC5, GPC6 à la surface des cellules CHO-3E7. Par opposition, la présence de GPC1, 
GPC3 et SDC4 à la surface des cellules diminue l’internalisation des polyplexes. De manière 
intéressante, l’effet activateur n’est pas restreint aux membres d’une même famille. Ainsi 
l’internalisation des polyplexes est le reflet de la composition en HSPG de la surface d’une 
cellule plutôt que de leur abondance. De plus, chaque protéoglycane à héparane sulfate exhibe 
une affinité particulière envers les polyplexes qui a été démontrée par des expériences de 
compétition faisant intervenir les ectodomaines solubles. Une forte affinité pour les polyplexes 
n’est pas nécessairement de pair avec leur endocytose (citons comme exemple le GPC3 qui 
exhibe une forte affinité pour les polyplexes mais inhibe leur endocytose). Les ectodomaines 
présents dans le milieu de culture avant la transfection ont donc un effet inhibiteur sur 
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l’internalisation des polyplexes et par conséquent sur l’expression du transgène. Il est possible 
que les protéoglycanes à héparane sulfate soient capables d’induire une dissociation des 
polyplexes par un effet de répulsion de l’ADNp et ou compétitif pour l’interaction avec le PEI. 
Une dissociation prématurée pourrait affecter l’internalisation du matériel génétique. Or la 
capacité de dissociation des polyplexes par les HSPG est relativement faible (en comparaison à 
l’héparine par exemple) avec seulement 7 % de l’ADN total libéré. Ceci suggère que l’intégrité 
des polyplexes est maintenue suite à leur interaction avec les HSPG et qu’il ne s’agit 
probablement pas du mécanisme expliquant l’effet inhibiteur de l’endocytose des polyplexes en 
présence de GPC1, GPC3 et SDC4. Une fois les polyplexes internalisés, ces derniers doivent 
être dirigés dans une voie intracellulaire permettant la délivrance du matériel génétique dans le 
noyau de la cellule. Le rôle des protéoglycanes à héparane sulfate quant au routage efficace des 
polyplexes dans la cellule n’a pu être évalué avec les approches expérimentales utilisées 
(expression transitoire par transfection, électroporation, transduction, lipofection ou expression 
stable). En effet, l’expression transitoire de chaque protéoglycane à héparane sulfate à la surface 
des cellules empêche une transfection subséquente efficace. A l’inverse, l’expression stable 
permet une transfection ultérieure efficace or le modèle cellulaire choisi s’est avéré être une 
limite majeure de l’étude.   
Le cadre expérimental utilisé représente la principale limitation quant à l’évaluation du rôle des 
protéoglycanes à héparane sulfate dans le routage efficace des polyplexes jusqu’au noyau. Bien 
que des propriétés distinctes vis-à-vis de l’internalisation des polyplexes ont été observées pour 
chaque HSPG, nous ne sommes malheureusement pas parvenus à conclure quant à leur effet sur 
l’expression du transgène. Les cellules CHO ont été choisies comme modèle en raison de leur 
popularité pour la production de r-protéines dans l’industrie pharmaceutique mais s’avère être 
un choix peu judicieux pour une approche « gain de fonction » (surexpression des HSPG). En 
effet, les cellules CHO-3E7 sont dérivées des cellules CHO-K1 qui, d’après les analyses du 
transcriptome, n’expriment pas l’enzyme 3O-sulfotransférase qui catalyse les réactions de 
transfert d’un groupement sulfate sur un résidu de glucosamine. Alors que la 3O-sulfation reste 
un évènement rare dans la plupart des cellules de mammifères, sa sous-régulation influencerait 
les réactions de N, 2O et 6O-sulfations [407]. Les cellules CHO-3E7 exhibent ainsi des chaînes 
d’héparanes sulfates présentant une séquence de disaccharides sulfatés unique qui détermine la 
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fonction biologique de chaque HSPG. Cette observation ne remet pas en question les résultats 
concernant l’internalisation des polyplexes, l’affinité spécifique des HSPG pour les polyplexes 
ou encore leur capacité de dissociation des polyplexes, mais restreint les résultats au modèle 
cellulaire CHO-3E7. De manière surprenante, l’expression stable des protéoglycanes à héparane 
sulfate dans les cellules CHOBRI n’a pas d’effet sur l’internalisation des polyplexes et 
l’expression du transgène. Ce résultat est le reflet de l’instabilité génomique des cellules CHO 
[48]. En effet, les CHOBRI sont non seulement incapables d’exprimer l’enzyme 3-OST mais 
aussi l’enzyme Glc5-épimerase essentielle aux réactions de O-sulfations des héparanes sulfates. 
L’absence d’une augmentation visible de la sulfation suite à la surexpression des protéoglycanes 
à héparane sulfate pourrait expliquer en partie nos résultats de l’approche « expression stable ». 
Il existe donc des différences substantielles entre les lignées cellulaires CHO qui compliquent 
énormément la compréhension des mécanismes sous-jacents au transfert de gène et 
l’interprétation des données publiées. A l’avenir, le développement et la maintenance d’une 
lignée cellulaire CHO de référence serait un atout de valeur. De plus, afin de répondre à la 
problématique concernant le rôle individuel des protéoglycanes à héparane sulfate dans le 
transfert de gène, nous pourrions dans un premier temps changer de modèle cellulaire, en 
choisissant par exemple les cellules HEK293 ou bien co-exprimer dans les cellules CHOBRI les 
enzymes manquantes de la voie de biosynthèse des HSPG.  
Perspectives Générales 
Bien que des perspectives futures aient été proposé dans la cadre de chaque étude afin de 
contourner les diverses limitations, si je devais répondre à la question suivante : « quelles sont 
les approches que tu suggèrerais dans le contexte étudié en te basant sur tes cinq années de 
travail ? », je répondrais que de toute évidence, la fréquence des réactions de sulfation qui 
caractérise l’étape de modification des chaînes d’héparanes sulfates est un paramètre important 
influençant le polymorphisme des chaines d’héparanes sulfate. Ainsi, dans le but de mieux 
comprendre les relations structures / activités des protéoglycanes à héparane sulfate, il serait 
intéressant, dans un premier, de définir précisément la quantité de sulfate de chaque HSPG et la 
rapporter à leur capacité à interagir avec les polyplexes. L’hétérogénéité des chaînes 
d’héparanes sulfates est une limite à la détermination de leur contenu et leur signature en sulfate. 
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Nous avons tenté d’élaborer une méthode de quantification simple, robuste et rapide pour 
déterminer le contenu en sulfate des protéoglycanes à héparane sulfate. Ce travail a été réalisé 
par un étudiant à la maîtrise sous ma supervision pendant une période de 6 mois environ. Nous 
avons développé un essai colorimétrique basé sur l’utilisation d’un complexe coloré (le 
rhodizonate de barium) qui se dissocie en présence de sulfate inorganique et aboutit à une 
diminution d’absorbance proportionnelle à la quantité de sulfate présent dans l’échantillons. Ce 
travail nécessite encore des ajustements au niveau de la méthode de préparation des échantillons. 
Les conditions de pyrolyse utilisé (obtention des sulfates inorganiques) se sont avérées être une 
limite à la méthode de quantification. Néanmoins, la quantification du contenu en sulfate de 
chaque HSPG produit dans un type cellulaire particulier permettrait sans doute de mieux 
comprendre leur fonction spécifique vis-à-vis du transfert de gène. Il est cependant possible que 
le contenu en sulfate de chaque HSPG ne soit pas corrélé à leur habileté à lier les polyplexes et 
à conduire à une transfection efficace. Ainsi, dans un deuxième temps, il serait pertinent 
d’identifier des motifs particuliers présents au niveau des chaînes d’héparanes sulfates capables 
de lier de manière spécifique les polyplexes et de déterminer si cette interaction est bénéfique 
quant au cheminement intracellulaire des polyplexes jusqu’au noyau cellulaire.  
D’un point de vue pratique et dans le but d’augmenter les rendements de production de r-
protéines, il serait intéressant d’identifier des HSPG ayant un impact bénéfique sur l’efficacité 
de transfection (comme c’est le cas pour le SDC1 par exemple) et de vérifier si la surexpression 
de ces derniers augmente de manière significative les rendements de production à grande 
échelle. Le développement d’une lignée cellulaire CHO ou HEK293 supportant une production 
rapide de r-protéine robuste et efficace serait un atout pour l’industrie pharmaceutique.   
Mot de la fin … 
Il est parfois déroutant d’être confronté à la complexité du processus de transfert de gène dans 
les cellules de mammifères faisant participer un grand nombre d’entités en interaction. Les 
travaux de recherche doivent persister afin de mettre à jour les détails du mécanisme moléculaire 
du transfert de gène dans les cellules de mammifères, et dessiner une image plus juste du rôle 
des protéoglycanes à héparane sulfate dans le transfert de gène. 
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Annexe 1 : Prix et Bourses Obtenus durant la Thèse 
 
2011 : Bourse de recrutement Pierre Eude Saindon. 
2012 : Bourse d’excellence de la faculté des études supérieures de l’Université de Montréal. 
2013 : Bourse d’excellence de la faculté des études supérieures de l’Université de Montréal. 
2014 : Bourse de maternité de la faculté des études supérieures de l’Université de Montréal. 
2015 : Bourse de fin d’études doctorales de la faculté des études supérieures de l’Université de 
Montréal. 
2015 : Prix de vulgarisation de la Fédération des associations étudiantes du campus de 
l'Université de Montréal.  
 
 ii 
Annexe 2 : Les Méthodes Physiques du Transfert de Gène 
 
Tableau récapitulatif des différentes méthodes physiques utilisées pour le transfert de gène, leurs 
avantages, inconvénients et champs d’application. Ces données ont été extraites principalement 
de Sophie Mehier-Humbert et Richard Guy, Physical methods for gene transfer: Improving the 
kinetics of gene delivery into cells, Adv. Drug Del. Review, 57 (2005) 733-753.  
 
  
 iii 
 
Méthodes physiques Principe Avantages Inconvénients Applications 
 
Microinjection 
Introduction directe 
du gène dans le 
cytoplasme ou le 
noyau de la cellule 
• Conceptuelleme
nt simple 
• Approche 
« unique » (une 
cellule à la fois) 
• Appareils de 
précision 
• Mise au point 
difficile 
• Long et 
fastidieux 
• Animaux 
transgéniques 
(modèles 
animaux) 
Bombardement de 
particules (« pistolet 
à gènes) 
Projection à grande 
vitesse de microbilles 
de métal enrobées 
d’ADN. Méthode dite 
biolistique (= 
biologique + 
balistique) 
• Applicable in 
vitro  
• Applicable in vivo 
(tissus 
accessibles 
comme la peau) 
 
• Efficacité dépend 
de nombreux 
paramètres 
• Délivrance non 
ciblée, localisée 
au site de 
bombardement 
• Transformation 
des cellules 
végétales 
• Immunisation 
par ADN 
 
Électroporation 
Introduction directe 
du gène suite à la 
perturbation de la 
membrane cellulaire 
par un champ 
électrique  
• Efficace 
• Large champ 
d’applications in 
vivo / in vitro 
• Mécanisme de 
perméabilisation 
mal connu 
• Nombre de copie 
du gène introduit 
inconnu  
• Transfert in vivo 
• Production de r-
protéines à 
petite et grande 
échelle 
 
Sonoporation 
Application 
d’ultrasons 
augmentant la 
perméabilité 
membranaire 
• Large champ 
d’applications in 
vivo / in vitro 
• Hautes 
fréquences  
• Agents de 
contraste 
• Thérapie génique 
 
Irradiation par laser 
Source de laser 
dirigée sur une 
cellule cible via une 
lentille augmentant 
la perméabilité 
membranaire suite à 
un effet thermique 
local 
• Efficace 
(dépendant de la 
différence de 
pression 
osmotique entre 
le milieu et 
cytoplasme des 
cellules) 
• Peu utilisée 
• Coût 
• Taille de la 
source de laser 
• Thérapie génique 
 
Magnétofection 
Introduction du gène 
lié à des 
nanoparticules 
magnétiques 
parallèlement à un 
vecteur (d’origine 
virale ou non) 
utilisant un champ 
magnétique 
• Haute efficacité  
• Aide à la 
procédure 
classique de 
transfection par 
les vecteurs 
viraux ou non-
viraux 
• Applicable aux 
ARNi 
• Préparation des 
nanoparticules 
magnétiques 
(enrobage) 
• Perturbation des 
fonctions 
cellulaires 
• Transfection des 
cellules 
primaires 
• Thérapie anti-
cancer 
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Annexe 3 : Les Vecteurs Viraux et le Transfert de Gène  
 
Tableau récapitulatif des différentes vecteurs viraux utilisés pour le transfert de gène, leurs avantages et 
inconvénients. Ces données ont été extraites de la revue Laura Vannucci et al., Viral vectors: a look back 
and ahead on gene transfer technology, New Microbiologica, 36 (2013) 1-22. * Inconvénients communs 
à tous les vecteurs viraux : nécessitent un niveau de confinement 2, titration et conservation du stock 
difficile.   
Vecteurs Avantages Inconvénients * 
Rétrovirus • Intégration du gène 
• Peu immunogène 
• Adapté pour le transfert de grands 
gènes (jusqu’à 8 Kpb) 
• Tropisme cellulaire étendu 
• Transduction des cellules en 
division seulement 
• Risque de mutagenèse 
insertionnelle 
• Faible stabilité 
Adénovirus • Expression du transgène élevée 
• Transduction des cellules en 
division ou non 
• Adapté pour le transfert de grands 
gènes (jusqu’à 8 Kpb) 
• Titres élevés (1011 virus / mL) 
• Expression transitoire du transgène 
• Très immunogène 
Virus adéno-
associés 
• Tropisme cellulaire étendu 
• Peu immunogène 
• Titre important (1012 virus / mL) 
• Limité à de petits gènes (< 5 Kpb) 
• Intégration peu efficace 
• Co-transduction nécessaire 
Lentivirus • Transduction des cellules en 
division ou non 
• Peu immunogène 
• Intégration du gène 
• Adapté pour le transfert de grands 
gènes (jusqu’à 9 Kpb) 
• Titres faibles (108 virus / mL) 
• Risque de mutagenèse 
insertionnelle 
Virus Herpès 
simplex 
• Tropisme cellulaire étendu 
• Adapté pour le transfert de grands 
gènes (jusqu’à 50 Kpb) 
• Titres élevés (1012 virus / mL) 
• Pas d’intégration 
• Risque de recombinaison 
• Très immunogène 
Poxvirus • Adapté pour le transfert de grands 
gènes (jusqu’à 30 Kpb) 
• Intégration multiple du gène 
• Très immunogène 
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Annexe 4 : Liste des Ligands Extracellulaires du SDC1 
 
Mary Ann Stepp et al., Syndecan-1 and Its Expanding List of Contacts., Adv. Wound Care. 4 
(2015) 235–249.  
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Annexe 5 : Listes des Constructions Plasmidiques 
 Constructions plasmidiques pour l’expression transitoire des HSPG :  
 
 Constructions plasmidiques pour la production des ectodomaines :  
 
 Constructions plasmidiques pour l’expression stable des HSPG :  
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Annexe 6 : Induction de l’Expression Transitoire des 
Protéoglycanes à Héparane Sulfate 
 
 
Appréciation qualitative de l’expression transitoire des proteines de fusion HSPG-mRFP1 avant 
et après induction à la tétracycline.  
Grossissement 10X. Temps d’exposition : 3 ms. Echelle : 300 µm2. 
 
 
 viii 
Annexe 7 : Effet de l’Expression Stable des HSPG sur la 
Capture des Polyplexes par les Cellules CHOBRI-55E1. 
 ix 
Annexe 8 : Effet de l’Expression Stable des HSPG sur 
l’Expression du Transgène dans les Cellules CHOBRI-55E1. 
 
     
 
